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ACE-Hemmer: angiotensin converting enzyme Hemmer 
ACP: acyl carrier protein 
Arf-1: ADP ribosylation factor 1 
Atg: autophagy related genes 
AUG: Adenin, Uracil, Guanin 
Ca2+: Kalzium 
cAMP: cyclic adenosine monophosphate 
CAR: Coxsackievirus- and Adenovirus receptor 
Caspase: cysteine aspartases 
C-Atom: Kohlenstoffatom 
CD: cluster of differentiation 
CO2: Kohlendioxid 
CoA: Coenzym A 
COP: coated protein complex 
CPE: cytopathic effect 
CREB: cAMP responsive element binding protein 
CVB3: Coxsackievirus des Serotyps B3 
CVB3-EGFP: Coxsackievierus des Serotyps B3 mit EGFP gekoppelt 
DAF: decay accelerating factor 
DCM: dilatative Kardiomyopathie 
DMEM: Dulbecco´s modified eagle´s medium 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
DNA: desoxyribonucleic acid 
EGFP: enhanced green fluorescent protein 




ER: Endoplasmatisches Retikulum 
Fab: antigen binding fragment 
FKS: fetales Kälberserum 
g: Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 
GBF-1: golgispecific brefeldin A 
GFP: green fluorescent protein 
GMK: Green Monkey Kidney Zellen 
Golgi: Golgi-Apparat 
h: Stunde 
HUVEC: Human umbilical vein endothelial cell 
HeLa: menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms 
IC50: mittlere inhibitorische Konzentration 
ICAM: intercellular adhesion molecule 
IFN: Interferon 
Ig: Immunglobulin 
IKKε- Kinase: Inhibitor of nuclear factor NFκB Kinase ε 
IL: Interleukin 
IRES: internal ribosome entry site 




MDA: melanoma differentiation antigen 




MOI: multiplicity of infection 







NLS: nuclear localization sequence 
nm: Nanometer 
NO: Stickstoffmonoxid 
NTR: non translated region 
OCT: octamer binding protein 
p. i.: post infectionem  
PABP: Poly-A binding protein 
PAMP: pathogen associated molecular pattern 
PBS: phosphate buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PI-4-K: phosphatidylinositol 4-kinase 
PI-4-P: phosphatidylinositol 4-phosphate 
PRR: pattern recognition receptor 
RIG: retinoic acid inducible gene 
RNA: ribonucleic acid 
SD: Standardabweichung 
Tab.: Tabelle 
TANK: TRAF family member associated NF-kappa-B activator 
TBK1-Kinase: TANK-binding kinase 
TBP: TATA-Box binding protein 
TCID: tissue culture infectious dose 
Th 1 bzw. 2: T-Helferzelle 1 bzw. 2 
TLR: toll-like receptor 
TNF-α: tumor necrosis factor α 
TRAF: tumor necrosis factor receptor associated factor 
VP1-4: Virusprotein 1-4 
VPg: virales genomassoziiertes Protein 
WST-1: water soluble tetrasolium 1 




Durch Coxsackievirus B3 (CVB3) ausgelöste Myokarditiden stellen ein großes therapeutisches 
Problem dar, da nach wie vor keine ursächliche Therapie der Erkrankung möglich ist. 
Gegenstand der aktuellen Forschung in diesem Bereich sind unter anderem Rezeptorblocker, 
Substanzen zur Capsid-Stabilisierung und Immunmodulation, sowie Protease-Hemmer. Die 
Modifikation des Fettstoffwechsels der Wirtszelle und die daraus resultierende 
Einflussnahme auf die Replikation von CVB3 könnte ein weiterer Ansatzpunkt sein. Die für 
die Vermehrung von CVB3 notwenige Bildung von sogenannten Viroplasmen erfolgt aus 
zelleigenen Fettsäuren. Eine Hemmung des zellulären Fettsäurestoffwechsels mit folglich 
vermindertem Fettsäureangebot könnte somit auch Einfluss auf die Viroplasmenbildung und 
damit die virale Replikation haben. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Fettstoffwechsels der Wirtszellen zu inhibieren und 
die Folgen auf die Replikation von CVB3 zu untersuchen. Dazu wurden Orlistat und Phloretin 
verwendet. Beide Substanzen finden in anderem Kontext bereits in der Praxis Verwendung. 
Orlistat wird zur Gewichtsreduktion bei Fettleibigkeit eingesetzt, Phloretin in der 
Dermatologie. Auf zellulärer Ebene beruht die Wirkung von Orlistat Fettstoffwechsel auf der 
Hemmung der Fettsäuresynthase im Fettstoffwechsel der Zelle. Phloretin greift nicht an der 
endogenen Fettsäureproduktion an, sondern am Import von freien Fettsäuren aus dem 
Extrazellularraum. Neben Toxizitätstests der Substanzen wurden Tissue-culture-infectious 
dose-50 Tests (TCID50), fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Untersuchungen 
durchgeführt.  
Nach der Behandlung der Zellen mit Orlistat konnten signifikant niedrigere Virustiter 
ermittelt werden, als bei den unbehandelten Kontrollen. In den elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen zeigten sich auch weniger Viroplasmen. Der Effekt ließ 10 Stunden nach 
Infektion (10 h p. i.) nach. Diese Beobachtung legte nahe, dass die irreversible Hemmung der 
Fettsäuresynthase nach einigen Stunden möglicherweise durch andere Mechanismen 
kompensiert wurde und die vermehrte Expression der Fettsäuresynthase in infizierten Zellen 
durch Orlistat nicht mehr gedeckt werden konnte. Der negative Effekt von Orlistat auf die 
Virusreplikation fiel bei Substanzzugabe zu bereits infizierten Zellen deutlicher aus, als bei 
prophylaktischer Applikation. Es ist denkbar, dass bei vorbeugender Gabe der Ausgleich des 
Fettsäuremangels durch alternative Wege zum Zeitpunkt der Infektion bereits eingesetzt 
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hatte. Somit standen genug Fettsäuren für die Viroplasmenbildung zur Verfügung und der 
hemmende Effekt auf die Replikation fiel geringer aus.  
Der Import von Fettsäuren aus dem Extrazellularraum stellt die zweite potente Möglichkeit 
der Fettsäurebereitstellung dar. Dieser Vorgang wurde durch Phloretin gehemmt. In den 
durchgeführten Versuchen wurde dabei deutlich, dass der Einfluss von Phloretin auf die 
Replikation von CVB3 nur marginal war. Auch in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
zeigte sich nach Phloretin-Gabe eine unverändert hohe Anzahl an Viroplasmen. Durch 
Phloretin wird vor allem in hohen Dosen die Zellmembran geschädigt, was zur erleichterten 
Virusfreisetzung führen könnte. Womöglich hob diese Wirkung den hemmenden Effekt des 
reduzierten Fettsäureimports auf. Des Weiteren erschien eine Kompensation der inhibierten 
Aufnahme durch eine starke Expression der Fettsäuresynthase wahrscheinlich und erklärt 
somit die geringere Wirkung von Phloretin auf die Replikation von CVB3. 
Die Verknüpfung von gehemmter Fettsäureproduktion und gehemmtem Import erfolgte 
durch die zeitgleiche Gabe beider Substanzen. Hier zeigte sich ein deutlicher Effekt auf die 
Virusreplikation. Die Titer der behandelten Proben lagen sowohl unter denen der 
Unbehandelten, als auch unter denen, die nur mit Orlistat bzw. Phloretin behandelt worden 
waren. Zudem schien die Wirkdauer von Orlistat verlängert. Es ist möglich, dass dies auf 
einer nur langsam einsetzenden Kompensation mittels freier Diffusion von Fettsäuren 
beruht.  
Durch die durchgeführten Versuche konnte die Abhängigkeit der Replikationsrate von einer 
suffizienten Fettsäureverfügbarkeit nachgewiesen werden. Vor allem die Kombination von 
Orlistat und Phloretin stellte hier einen interessanten neuen Ansatz in der Therapie der 
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„Der Berufsfußballer Axel Jüptner (…) (spielte) 113-mal (…) in der Ersten Bundesliga, bei drei 
Vereinen stand er unter Vertrag: VfB Stuttgart, Bayer Uerdingen, FC Carl Zeiss Jena. Einen 
Tag vor seinem 29. Geburtstag starb er. Ines Jüptner holt am 23. April ihren Mann vom 
Jenaer Ernst-Abbe-Sportfeld ab, wo der Mittelfeldspieler zum ersten Mal seit anderthalb 
Wochen wieder trainiert hat. Er ist eine Dreiviertelstunde lang locker um den Platz getrabt. 
Nach dem Duschen steigt er in das Mercedes-Coupé, gibt seiner Frau einen Kuss. (…) Neben 
dem Auto steht ein Mannschaftskollege, der Axel Jüptner Zeichen macht. Nur eine kurze 
Frage noch. "Moment", sagt Jüptner und will die Scheibe herunterlassen. Das schafft er nicht 
mehr. Er sackt auf dem Beifahrersitz zusammen. Die exakte Todesursache ermittelte ein 
Gerichtsmediziner drei Tage später bei der Obduktion: kardiogener Schock, landläufig 
bekannt als plötzlicher Herztod. Es gibt viele Fälle, in denen junge Menschen plötzlich 
zusammenbrechen und sterben - ohne Vorwarnung, ohne Logik, ohne Schuld 
(…)“ (Wulzinger 2000) 
Die Hauptursache für den plötzlichen Herztod, vor allem junger gesunder Menschen, ist, wie 
im oben beschriebenen Fall, eine Entzündung des Herzmuskels (Feldman und Mc Namara 
2000, Rose 2014). Bei jedem dritten Patienten geht eine Myokarditis in eine Dilatative 
Kardiomyopathie (DCM) über (Pankuweit et al. 2002, Schultheiss und Kuhl 2006). 
Schätzungen zufolge leiden 1-5 % der Bevölkerung an einer Herzmuskelentzündung, die auf 
Grund der vielfältigen Symptome oft nicht richtig als solche diagnostiziert wird (Pankuweit et 
al. 2002).  
Eine Myokarditis ist durch die Schädigung von Herzmuskelzellen und Infiltration mit 
Entzündungszellen charakterisiert (Trochu et al. 2012). Es wird hierbei zwischen infektiösen 
und nicht infektiösen Formen der Myokarditis unterschieden (Böcker et al. 2004). Ursachen 
für nicht infektiöse Myokarditiden sind meist immunpathologische Mechanismen wie eine 
Riesenzellmyokarditis (autoimmune Form), eine hypereosinophile Myokarditis 
(Hypersensitivitäts-Reaktion), eine rheumatische Myokarditis oder auch 
Überempfindlichkeitsreaktionen auf beispielsweise Medikamente (Penicillin, Sulfonamide, 
Methyldopa u. a.) sowie Drogen (Kokain) (Böcker et al. 2004, Cooper und Elamm 2012, 
Guertl et al. 2000, Ni et al. 2014, Suzuki et al. 2011). 
Zu den Auslösern der infektiösen Myokarditis zählen bakterielle Erreger wie Staphylokokken, 
Pseudomonaden, Proteus, Klebsiellen, Chlamydien oder der Diphtherie-Erreger 
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Corynebakterium diphtheriae (Guan et al. 2010). Bei immundefizienten Patienten spielen 
auch Pilzinfektionen mit Candida albicans oder Aspergillen eine wichtige Rolle (Böcker et al. 
2004). Vor allem in Entwicklungsländern sind ferner Infektionen mit Trypanosoma cruzi eine 
weitere Ursache für die Entstehung einer Herzmuskelentzündung (Machado et al 2013). 
Doch auch Viren können eine Myokarditis auslösen. Hierbei zählen das Zytomegalivirus, das 
Hepatitis-C-Virus, das Influenzavirus, das Parvovirus B19 und das HI-Virus zu den nicht 
primär kardiotropen Vertretern (Maisch et al. 1993, Pankuweit et al. 1998, Pankuweit et al. 
2000, Shaboodien et al. 2013). Adenoviren und Enteroviren, und unter letzteren speziell das 
Coxsackievirus, werden hingegen zu den primär kardiotropen Viren gerechnet (Guan et al. 
2010, Gupta et al. 2008, Pankuweit et al. 1998, Sagar et al. 2012). Dabei ist bei 20-25% (Kim 
et al. 2001), bei Kindern sogar bis zu 60%, aller bekannten Fälle das Coxsackievirus die 
Ursache für die Entzündungen des Herzmuskel (Jin et al. 1990, Saji et al. 2012). Auf die 
Coxsackievirus -induzierte Myokarditis soll im Folgenden näher eingegangen werden.  
Die von Coxsackieviren induzierte virale Entzündung des Herzmuskels lässt sich in zwei 
Phasen einteilen. Phase 1 ist durch die Infektion der Herzmuskelzellen und die damit 
einhergehende virale Replikation, direkte Zerstörung der Zellen durch die Viren und 
beginnende Immunantwort geprägt (Chow et al. 1992). Durch die Produktion der viralen 2A-
Protease wird das zelluläre Dystrophin zerstört. Dystrophin liegt in Herz- und 
Skelettmuskelzellen als Komplex mit einem Glykoprotein vor und dient der mechanischen 
Stabilisierung der Zelle, sowie der Signalübertragung zwischen Zytoskelett, Zellmembran und 
Extrazellularraum. Durch die Spaltung von Dystrophin wird die Zellmembran instabil und 
verliert ihre Integrität. Dies führt zum Zelluntergang und somit letztendlich zur Degeneration 
des Herzmuskels (Badorff et al. 1999, Lapidos et al. 2004). Während der akuten Infektion 
zeigt sich eine massive Infiltration von Zellen des angeborenen Immunsystems (Dendritische 
Zellen, Natürliche Killerzellen, Makrophagen, Monozyten). Nachdem T-Lymphozyten durch 
Antigen-präsentierenden Zellen aktiviert wurden, reichern sich CD4+- und CD8+-Zellen im 
Gewebe an (Abb. 3.1). CD8+-Zellen erkennen und eliminieren befallene kardiale Myozyten. 
(Luppi et al. 2001, Yajima 2011). Die eingewanderten Th1-Zellen sezernieren Interleukin 2 
(IL-2) und Interferon γ (IFNγ) und stimulieren Makrophagen. Th2-Zellen setzen IL-4, IL-5 und 
IL13 frei. Diese Interleukine aktivieren B-Zellen und fördern somit die Antikörperproduktion. 




Abb. 3.1: Akute Myokarditis mit Entzündungszell-Infiltraten. Der 
Pfeil markiert Lymphozyten-Ansammlungen im Myokard; 




Die zweite Phase der Myokarditis ist geprägt durch eine Autoimmunreaktion gegen die 
kardialen Myozyten. Mehrere Faktoren könnten hierbei eine Rolle spielen. Durch die 
Replikation der Viren in den Herzmuskelzellen werden viele zelleigene Proteine hydrolysiert. 
Dies scheint sie so zu verändern, dass sie als „fremd“ erkannt werden und dadurch eine 
zytotoxische Immunantwort auslösen. Auch die Freisetzung einer Vielzahl zellulärer 
Proteinen aus nekrotischen Zellen wirkt als starker Stimulus auf T-Zellen (Pankuweit et al. 
2002, Rose 2008, Whitton et al. 2005). Da sich einige virale und zelluläre Peptide sehr 
ähnlich sind, kommt es zu einer Kreuz-Aktivierung der T-Zellen. Sie werden nun nicht nur 
durch virale Antigene sondern auch durch ähnliche Selbst-Peptide angeregt. Dabei erkennen 
T-Zellen bestimmte Peptide des zellulären Myosins, die Epitopen von CVB3 sehr ähnlich sind 
(Bach 2005, Penninger et al. 1997, Prinz 2004). Neben T-Zellen können auch Antikörper 
autoreaktiv wirken. Im Blut betroffener Patienten konnten Autoantikörper gegen multiple 
molekulare Strukturen des Herzens nachgewiesen werden (u. a. Myosin, Aktin und 
Troponin I, β1-adrenerge oder muskarinerge Rezeptoren, Sarkolemm) (Ansari et al. 1991, 
Caforio et al. 1992, Mascaro-Blanco et al. 2008). Die fortschreitende Myokarditis ist 
gekennzeichnet durch fibrotischen Ersatz der untergegangenen Myozyten. Die Zahl der 
Entzündungszellen ist dabei rückläufig. Auch lange nach Abklingen der Infektion kann jedoch 
in den Herzmuskelzellen virale RNA nachgewiesen werden. Die Replikation der Viren läuft 
zwar nur noch in abgeschwächter Form ab, führt aber dennoch zu linksventrikulärer 
Hypertrophie, Dilatation und verminderter systolischer Ejektionsfraktion. Aus der zunächst 
akuten Myokarditis wird eine DCM. Unter einer inflammatorischen viralen Kardiomyopathie 
wird eine Ventrikelerweiterung bei bestehender Entzündungsreaktion (<14 Lymphozyten 
und Makrophagen/mm2 Myokard) verstanden. Dem Untergang von Herzmuskelzellen durch 
virale, immunregulatorische und autoimmune Prozesse ist der zunehmende bindegewebige 
Ersatz geschuldet. Dies geht mit dem Verlust der Kontraktionskraft und einer zunehmenden 
Erweiterung der Ventrikel einher (Abb. 3.2). Zunächst ist der linke Ventrikel betroffen, da 
hier der periphere Widerstand größer ist und sich ein Kontraktionsdefizit früher bemerkbar 
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macht. Die Patientinnen und Patienten sind lange Zeit symptomlos. Erst nach und nach 
treten Beschwerden wie Luftnot, Müdigkeit, Angina pectoris, Rhythmusstörungen und 
thrombembolische Ereignisse, hervorgerufen durch den verminderten Auswurf, bzw. die 
Hämostase in den dilatierten Ventrikeln, auf (Elliott 2000, Kawai 1999, Klingel et al. 1992, 
Luk et al. 2009, Pankuweit et al. 2004, Wessely et al. 1998). 
Abb. 3.2: Dilatative Kardiomyopathie. Teilabbildung A zeigt die starke Hypertrophie beider Ventrikel 
mit ausgeprägter Dilatation des linken Ventrikels und Verlust der physiologischen Herzgröße 
und -form. Teilabbildung B demonstriert bei eröffnetem linken Atrium und Ventrikel die deutliche 
Abrundung der Herzspitze () und die ballonartige Erweiterung des Ventrikels (LV). Die Wände des 
Myokards sind verdünnt (>); (verändert nach Luk et al., 2009). 
Als basisdiagnostische Methoden stehen die Echokardiographie zur Beurteilung der 
Ventrikeldilatation, EKG, Laboruntersuchungen, Koronarangiographie zum Ausschluss eines 
akuten Koronarsyndroms und ggf. nuklearmedizinische Verfahren zur Verfügung. 
Spezifischere Methoden sind jedoch der serologische Antikörpernachweis, eine kardiale MRT 
sowie eine Endomyokardbiopsie. Dabei sind zusätzlich zu den konventionell histologischen 
Kriterien (Dallas-Kriterien) eine PCR und immunhistochemische Nachweise Goldstandard in 
der Diagnostik einer Myokarditis viraler Genese. Trotz allem ist die Diagnosestellung nicht 
immer sicher möglich, u. a., weil die Veränderungen im Myokard zunächst nur lokal begrenzt 
sind und so durch eine Biopsie ggf. nicht entdeckt werden (Andréoletti et al. 2009, 
Dettmeyer et al. 2006, Mangin et al. 2006). Die Behandlungsmöglichkeiten belaufen sich im 
klinischen Alltag in der Infektionsphase auf symptomatische Therapieansätze. In der 
wissenschaftlichen Erprobung befinden sich antivirale Substanzen, die die Aufnahme von 
Viren in die Zellen verhindern sollen (z. B. Peconaril), Replikations-Inhibitoren wie Ribavirin 
oder Interferone (Florea et al. 2003, Heim et al. 1997, Heim et al. 1996, Kishimoto et al. 1988, 





Befürworter einer immunsuppressiven Therapie (z. B. mit Cortikosteroiden und 
Calcineurininhibitoren wie Cyclospornin und Tacrolimus), um dem Fortschreiten der 
Myokarddestruktion Einhalt zu gebieten. Gegner dieser Behandlungsmethode führen an, 
dass Infektion und Autoimmunreaktion schleichend in einander übergehen und eine 
immunsuppressive Therapie somit eine Ausweitung der Infektion zur Folge haben könnte 
(Kawai 1999, Kleinert et al. 1997, Miyamoto et al. 2001, Wojnicz et al. 2001). Ist das Stadium 
der DCM erreicht, beschränken sich alle Therapiemaßnahmen auf eine Verbesserung der 
Symptome. So werden β-Blocker und AT-1-Rezeptor-Antagonisten zur Senkung des 
Blutdrucks, ACE-Hemmer zur Reduktion der Wandspannung, Diuretika bei übermäßiger 
Flüssigkeitsablagerung und Antikoagulantien bei Hämostase gegeben. Diese Medikamente 
haben jedoch keine Auswirkung auf die Kardiomyopathie und können ein Fortschreiten der 
Erkrankung lediglich verzögern. In ersten klinischen Tests zeigten allerdings 
Therapieversuche mit Interferon-β erfolgsversprechende Ergebnisse. So konnte die Viruslast 
vermindert und sogar ein Rückgang der ventrikulären Dilatation erzielt werden. Dennoch 
bleibt bis heute als letzte Maßnahme oft nur eine Herztransplantation (Mckelvie et al. 1999, 
Packer et al. 1996, Pietra et al. 2012, Pitt et al. 1999).  
Das für diese schwerwiegende Erkrankung ursächliche Coxsackievirus ist nach dem Ort 
seiner Entdeckung 1947 nach der Kleinstadt Coxsackie (USA) benannt. Es gehört zur der 
Familie der Picornaviren und zur Gattung der Enteroviren. Den beiden Stämmen 
Coxsackievirus A und B werden die Serotypen A1-22 und 24, sowie B1-6 zugeordnet. Die 
Bezeichnung „Picorna“ steht für „pico“ (klein) und „RNA“, also für kleine Viren mit 
RNA-Genom (Hsiung und Wang 2000, Kayser et al. 2001). Vermutlich sind Coxsackieviren aus 
der Rekombination unterschiedlicher Enteroviren hervorgegangen (Modrow et al. 2010). 
Picornaviren besitzen ein einsträngiges, plus-Strang RNA-Genom, bestehend aus 7410 Basen, 
das als mRNA fungiert, die vor der Replikation nicht mehr abgeschrieben werden muss. Da 
also mittels viraler mRNA und zellulärer Enzyme unmittelbar virale Proteine hergestellt 
werden können, ist bereits die nackte RNA infektiös (Liu et al. 2013b, Schartl et al. 2009). 
Das Genom ist von einem ikosahedrischem Capsid umgeben. Es besteht aus vier Proteinen 
VP1, VP2, VP3 und VP4, wobei VP1 bis 3 die Außenseite des Capsids bilden und VP4 auf der 
Innenseite lokalisiert ist und Kontakt zur viralen RNA hat (Abb. 3.3). Das Capsid ist nicht von 
einer Hüllmembran (Envelope) umgeben (Muckelbauer et al. 1995). Dies bedeutet zum 
einen eine hohe Resistenz zum Beispiel gegenüber Alkohol und milden Detergenzien wie 
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Abb. 3.4: Vernetzte DAF-Moleküle (grau) bedecken ein 
Coxsackievirus (blau) aus Hafenstein et al. 2007. 
etwa Seife und damit eine hohe Umweltpersistenz (Kayser et al. 2001). Zum anderen kann 
die Virushülle so nicht einfach mit der Zellmembran fusionieren. Die Interaktion zwischen 
Zelle und Virus muss folglich durch einen Rezeptor vermittelt werden (Freimuth et al. 2008). 
Wegen der ikosahedralen Form des Capsids ergeben sich Symmetrieachsen (Abb. 3.3), 
zwischen denen sich Einsenkungen, sogenannte Canyons, befinden (Muckelbauer et al. 
1995). Jeder Canyon formt eine hydrophobe Tasche, die normalerweise mit einer 16 C-Atom 
langen Fettsäure („pocket factor“) ausgefüllt ist und so das Capsid stabilisiert (Hadfield et al. 
1999).  
 
Abb. 3.3: Das Capsid des Coxsackievirus. Es besteht aus den Virusproteinen 1 (blau), 2 (hellgrün), 3 
(dunkelgrün) und 4 (hellblau), wobei VP4 auf der Innenseite liegt und Verbindung zum Genom hat. 
Durch die ikosahedrale Anordnung bilden sich Canyon-Strukturen aus; (Swiss Institute of 
Bioinformatics 2014). 
Die häufigste Eintrittspforte von Coxsackieviren in den menschlichen Körper ist durch Mund 
und Nase, verbunden mit einer ersten Virusvermehrung im Rachenraum und Magen-Darm-
Trakt. Obwohl die Epithelzellen des Magen-Darm-Traktes mittels tight junctions und polarer 
Glykokalyx als Barriere gegen Erreger dienen sollen, kann das Coxsackievirus sie zur 
Vermehrung und anschließend zum Übergang in das Blutsystem nutzen (Bozym et al. 2011). 
Dazu bindet es an den an der apikalen Zellseite gelegenen Rezeptor decay acceleration 
factor (DAF, CD55). Der Rezeptor legt sich über den Canyon und bindet in der Nähe des VP2 
(Modrow et al. 2010, Riabi et al. 2014). Diese Interaktion führt zu einer Vernetzung von DAF-
Molekülen, was wiederum eine Tyrosinkinase aktiviert (Abb. 3.4).   
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Der daraus resultierende Umbau des zellulären Aktinskeletts erlaubt es dem Virus, in die 
tight junction zwischen den Zellen vorzudringen. Dort befindet sich der Coxsackievirus- und 
Adenovirus-Rezeptor (CAR), welcher extrazellulär zwei Immunglobulin (Ig)-ähnliche 
Strukturen aufweist und zur Ig-Superfamilie gezählt wird. Eine besonders hohe Dichte dieses 
Rezeptors findet sich in den kardialen Myozyten, was den Kardiotropismus des Virus 
erklären könnte. Der DAF-Rezeptor scheint also als Co-Rezeptor für den CAR zu dienen (Inal 
und Jorfi 2013, Knowlton 2008, Yoder et al. 2012). Allerdings binden nur die Serotypen B1, 
B3 und B5 an den DAF-Rezeptor. Coxsackieviren der Serotypen A13, A18 und A21 nutzen 
ICAM als Co-Rezeptor und Serotyp A9 einen Vibronektinrezeptor (Modrow et al). 2010. 
Ihnen allen ist jedoch gemein, dass durch die Bindung am CAR der pocket factor disloziert 
und eine Konformationsänderung des Capsids hervorgerufen wird. Die Aufnahme des Virus 
erfolgt nun durch caveoläre Endozytose. Durch einen noch unbekannten Auslöser wird die 
virale RNA freigesetzt. Nach dem Prozess des Uncoatings bleibt die leere Capsidhülle zurück 
und die Translation der Virusproteine kann beginnen (Marsh und Helenius 2006, Shingler et 
al. 2013). 
Die RNA der Coxsackieviren besitzt am 3´Ende eine Poly-A-Sequenz, weißt am 5´Ende der 
RNA jedoch kein Cap auf, wie es bei eukaryoten Zellen der Fall ist. Stattdessen finden sich 
sowohl hier als auch am 3´Ende des Genoms nicht translatierte Regionen (5´NTR bzw. 3´NTR). 
Die 5´NTR besteht aus 6 stem loop-Strukturen, wobei die ersten 88 Basen eine für die 
Replikation wichtige kleeblattartige Sekundärstruktur ausbilden. Die stem loops 2 bis 6 
beinhalten die IRES (internal ribosomal entry site). Sie ermöglicht eine Cap-unabhängige 
Translation des Virusgenoms. Am 5´Ende der RNA ist zudem ein virales genomassoziiertes 
Protein (VPg) kovalent gebunden (Chase und Semler 2012, Jang et al. 1988, Modrow et al. 
2010). Damit bevorzugt die virale Translation ablaufen kann, wird der bei der eukaryotischen 
Translation notwendige Initiationsfaktor eIF-4F durch virale Proteasen gespalten. eIF-4F ist 
ein Komplex aus drei Faktoren (eIF-4A, eIF-4E und eIF-4G), wobei eIF-4E an die 5´Cap-
Struktur der eukaryotischen RNA bindet. Die eigentlich stattfindende Interaktion zwischen 
eIF-4F, der eukaryotischen RNA und der, an einen weiteren Translations-Initiationsfaktor 
(eIF-3) gebundenen, kleinen 40S-Untereinheit des Ribosoms wird somit verhindert und die 
eukaryotische, Cap-vermittelte Translation gestoppt (virus-host shutoff). Die virale 
Translation kann durch die IRES jedoch problemlos ablaufen. Dazu binden die kleine 40S-
Untereinheit des Ribosoms, die Initiator-tRNA und Initiations-Translationsfaktoren (eIF) als 
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Translationsinitiationskomplex an eine Basenfolge, die zur 18 rRNA des Ribosoms 
komplementär ist. Die Translation beginnt beim direkt darauf folgenden Basentriplett AUG 
in der IRES (Hellen und Sarnow 2001, Jang et al. 1990). Zunächst wird auf diese Weise ein 
langes Polyprotein synthetisiert (Abb. 3.5). Es enthält sowohl die Vorläufer der 
Strukturproteine als auch die der Nicht-Strukturproteine. Dabei dienen die Nicht-
Strukturproteine 2A, 2B und 2C der Anpassung an die Stoffwechsellage der Wirtszelle. Da 
das Polyprotein mit dem aminoterminalen Ende beginnend fertig gestellt wird, wird nach 
den Capsidproteinen die Cysteinprotease 2A synthetisiert. Somit kann sie auch als erstes 
aktiviert werden und Struktur- von Nicht-Strukturproteinen spalten. Zelluläre Enzyme 
vollziehen die Myristylierung von 1A. Dieser Myristylrest bleibt auch im fertigen VP4 
erhalten. Durch die autokatalytische Abspaltung von 3C und 3D entsteht eine weitere 
Protease (3CD pro). Diese Protease spielt eine entscheidende Rolle für die Spaltung der 
Virusproteine VP0, VP1 und VP3. Sie wird durch erneute Autolyse zu 3C und 3D hydrolysiert, 
wobei 3C enzymatische Aktivität besitzt und die Entstehung aller weiteren Proteine (2A, 2B, 
2C, 3A, 3B) katalysiert. Die Protease 2A spaltet den zellulären Translations-Initiationsfaktor 
eIF-4F und verhindert so die zelluläre Translation zu Gunsten der viralen. Ebenso besitzt 3C 
proteolytische Eigenschaften. Durch eine nuclear localisation sequence (NLS) gelangt sie in 
den Zellkern und katalysiert dort u. a. den Abbau der RNA-Polymerase III, die zur Herstellung 
zellulärer tRNA nötig ist. Außerdem spaltet sie TATA-box bindende Proteine (TBP), Oktamer 
bindende Proteine (OCT-1) und cAMP responsive element bindende Proteine (CREB), die 
wichtige zelluläre Transkriptionsfaktoren sind. Die viralen Proteasen 2A und 3C verhindern 
ferner durch die Hydrolyse des zellulären Poly (A)-bindenden Proteins (PABP) an einer 
weiteren Stelle die Translation der zellulären Proteine. Weitere wichtige Funktionen 
kommen den Nicht-Strukturproteinen 3B und 3D zu. 3B stellt das VPg dar, das kovalent an 
das 5´Ende des viralen Genoms gebunden wird. 3D bildet die, in eukaryoten Zellen nicht 
vorhandene und deshalb vom Virus selbst synthetisierte, RNA-abhängige RNA Polymerase. 
Diese ist bei der Replikation des viralen Genoms von großer Bedeutung. Die Nicht-
Strukturproteine 2B und 2C spielen möglicherweise eine Rolle bei der Bildung von 
Membrankomplexen. 3A dient der Uridinylierung von VPg. Erst im Zuge der Virusreifung 
wird durch die Interaktion mit dem viralen Genom in einem autokatalytischen Prozess VP0 
zu VP4 und VP2 hydrolysiert, wobei VP4 den Kontakt zum Genom beibehält (Modrow et al. 
2010, Tuthill et al. 2010, Whitton et al. 2005). 
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Abb. 3.5:  
Prozessierung der viralen 
Proteine; Proteasen sind 
rot markiert. Aus dem 
vorläufigen Polyprotein 
entstehen durch die 2A 
Protease die Protomere 
für die Capsidproteine 
und die Nicht-Struktur-
proteine. Es erfolgt eine 
Myristylierung an 1A, die 
auch im fertigen Capsid-
protein VP4 erhalten 
bleibt. Die Spaltung des 
Capsidprotomers in die 
Virusproteine VP0, VP1 
und VP3 wird durch die 
3CD Protease katalysiert. 
Durch autolytische Prozesse wird 3CD zu 3C und 3D hydrolysiert, wobei 3C eine weitere Protease ist 
und für die Entstehung der Nicht-Strukturproteine 2A, 2B, 2C, 3A und 3B verantwortlich. 3B bildet 
das VPg, das mit dem 5´Ende des Genoms verbunden ist. Erst im Zuge der Virusreifung entstehen die 
beiden Virusproteine VP4 und VP2, da hierzu Kontakt zum Genom notwendig ist (verändert nach 
Modrow et al. 2010). 
Bei der Replikation wird zunächst an das 3´Ende der RNA des Virus das uridinylierte VPg als 
Primer geknüpft. Die RNA-abhängige RNA-Polymerase 3D erkennt die freie Hydroxylgruppe 
des Primers und beginnt hier die Polymerisation des Negativstranges. Durch die erneute 
Anlagerung von VPg an den Negativstrang kann die Synthese eines neuen Plusstranges 
beginnen. Diese dienen sowohl als neue Matrize für die Negativstrangsynthese als auch als 
Genom. So wird innerhalb kürzester Zeit das virale Genom vervielfacht (Ford Siltz et al. 2014). 
Damit die Replikation erfolgreich ablaufen kann, sind sogenannte „Viroplasmen“ oder 
„Virus Factories“ notwendig. Dies sind dicht gepackte Membranvesikel, in denen das virale 
Genom, Replikase-Proteine und Proteine der Wirtszelle, die zur Replikation benötigt werden, 
auf engstem Raum zusammengeführt sind (Paul und Bartenschlager 2013). Dazu bindet die 
RNA-abhängige RNA-Polymerase 3D an die zytoplasmatische Seite des Endoplasmatischen 
Retikulums (ER). Durch die Zusammenlagerung des Replikasekomplexes wird der Selbige in 
die Membran des ERs eingehüllt. Die RNA-abhängige RNA-Polymerase bindet nun an den 
Nucleotid exchange factor GBF-1, welcher durch die Übertragung von GTP die GTPase Arf-1 
aktiviert. Arf-1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des intrazellulären 
Transports. In der nicht infizierten Zelle rekrutiert es COP I und Clathrin. 
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Sie werden für den retrograden Vesikeltransport vom Golgi Apparat zum ER bzw. zur 
Endozytose benötigt. Wird diese Interaktion zwischen Arf-1 und den Hüllproteinen durch das 
3D Protein gestört, wird an Stelle von COP I und Clathrin vermehrt die Phosphatidylinositol-
4-Kinase III β (PI-4-K III β) in die Vesikel integriert. Ihre Aufgabe ist die Bildung von 
Phosphatidylinostol-4-Phosphat (PI-4-P). Durch die übermäßige Anreicherung von PI-4-K III β 
steigt der PI-4-P Gehalt in der Lipidschicht der Vesikel. Dies erleichtert wiederum die 
Bindung von Protein D, was einen weiteren Anstieg an PI-4-K III β und damit PI-4-P zur Folge 
hat. Durch dieses positive Feedback entsteht eine Dysbalance, die zur vollständigen 
Auflösung des Golgi Apparates führt. Dies bedeutet einen massiven Eingriff in das 
Transportsystem der Zelle. Die Möglichkeit, Zytokine freizusetzen und Antigene über MHC-
Moleküle zu präsentieren, wird eingeschränkt, da dazu die Bildung von Vesikeln notwendig 
ist. Das Risiko einer frühen Detektion infizierter Zelle durch das Immunsystem wird so 
vermindert. Letztlich wird durch die Viroplasmenbildung auch das Zytoskelett der Zelle 
beschädigt, was der leichten Virusfreisetzung dienlich ist (Hsu et al. 2010, Inal und Jorfi 2013, 
Netherton und Wileman 2011). 
Wurden genug Protomere translatiert, beginnt die Zusammensetzung des neuen Capsids, 
das sogenannte self assembly. Fünf Protomere, jeweils bestehend aus VP0, VP1 und VP3, 
lagern sich zu einem Pentamer zusammen. 12 solcher Pentamere bilden das sogenannte 
Procapsid. Das Procapsid besteht aus der Capsidhülle ohne virales Genom. Zur Aufnahme 
der RNA in das Procapsid gibt es zwei unterschiedliche Theorien: Möglich wäre die 
Aufnahme durch eine Öffnung von außen in das fertige Procapsid. Oder aber das Procapsid 
wird direkt um die RNA herum gefaltet. Nun ist die Interaktion zwischen Genom und 
Virusproteinen des Capsids möglich, wodurch der VP2-Anteil des VP0 aktiviert und VP0 in 
VP4 und VP2 gespalten wird. VP2 wird in die Capsidhülle eingebaut, während VP4 im 
Inneren mit Kontakt zum Genom verbleibt (Curry et al. 1997, Jacobson et al. 1970, Phillips et 
al. 1968). 
Für die effiziente Virusvermehrung ist einerseits wichtig, dass dem Virus genug Zeit zur 
Replikation bleibt, ohne dass das Immunsystem aktiviert wird oder die Wirtszelle zu Grunde 
geht. Auf der anderen Seite begünstigen Coxsackieviren die Apoptose, also den 
programmierten Zelltod der Wirtszelle, um die Freisetzung der reifen Viren zu beschleunigen 
(Zhou et al. 2009). Die Apoptose lässt sich in zwei unterschiedliche Mechanismen unterteilen. 
Der extrinsische Weg wird über externe Signale, beispielsweise über den Fas-Rezeptor auf 
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der Plasmamembran, ausgelöst. Bindet ein Ligand an den Rezeptor, werden seine 
intrazellulär gelegenen Todes-Domänen (death domains) aktiviert. Es erfolgt nun die 
Anregung der Caspase-8 (Caspase=Cysteinyl-Aspartyl-Protease), die wiederum die Caspase3 
aktiviert. Caspase3 stoppt die DNA-Reparatur, baut DNA, Zytoskelett und Kernlamina ab und 
bewirkt somit den Zelltod. Im Unterschied dazu wird beim intrinsischen Weg der Apoptose 
durch pro-apoptotische Faktoren (bax, bid) an der äußeren Mitochondrienmembran 
Cytochrom c aus dem Intermembranraum des Mitochondriums freigesetzt. Cytochrom c 
bewirkt die Aktivierung von Caspase-9. Diese Protease aktiviert wiederum Caspase-3 und 
initiiert so den Zelltod. Durch die Spaltung des Zytoskeletts und fokaler Kontakte verliert die 
Zelle ihre Form, rundet sich ab und löst sich aus dem Zellverband. Der fragmentierte Zellkern, 
Organellen und Zytoplasma bilden sogenannte apoptotische Körperchen und werden von 
umliegenden Zellen bzw. Phagozyten aufgenommen (Carthy et al. 1998, Chau et al. 2007, 
Müller-Esterl et al. 2009).  
In der von Coxsackievirus befallenen Zelle sind die viralen Proteinasen 3C und 2A für die 
Aktivierung der Caspasen verantwortlich und leiten so die Apoptose der Wirtszelle ein. Des 
Weiteren wird der extrinsische Weg der Apoptose über CD27, einen Tumor-Nekrose-Faktor 
Rezeptor an der Außenseite der Plasmamembran eingeschlagen. CD27 wird durch CD70 
aktiviert und besitzt über das intrazellulär gebundene Protein Siva death domains. In 
virusinfizierten Zellen bindet VP2 an die death domains von Siva und löst auch ohne die 
Bindung von CD70 den apoptotischen Vorgang aus (Henke et al. 2000). Neben der 
Aktivierung der Caspasen sind die viralen Proteasen 3C und 2A auch eigenständig 
verantwortlich für die Spaltung des Zytoskeletts. 3C hydrolysiert z. B. Mikrotubuli-assoziierte 
Faktoren. Mikrotubuli stabilisieren die Zelle und dienen als intrazelluläres Transportsystem. 
2A zerstört Zytokeratin und Dystrophin. Zytokeratine sind ebenfalls Teile des Skeletts der 
Zelle, während Dystrophin im Sarkolemm von Muskelzellen vorkommt. Der Spaltung dieses 
Strukturproteins kommt eine besondere Bedeutung bei der Entstehung der dilatativen 
Kardiomyopathie durch Coxsackieviren zu (Carthy et al. 1998, Tuthill et al. 2010). Auch ist 
seine Funktionsunfähigkeit für den zytopathischen Effekt (CPE) in Zellkulturen verantwortlich. 
Neben dem extrinsischen Weg spielt aber auch der intrinsische eine wichtige Rolle bei der 
Apoptose der Wirtszelle. Das virale Nicht-Strukturprotein 2B besitzt die Fähigkeit, Multimere 
zu bilden und dank einer hydrophilen und einer hydrophoben Domäne Poren in Membranen 
zu erzeugen.  
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Diese Multimere werden Viroporine genannt (van Kuppeveld et al., 1997, Nieva et al., 2003). 
Durch die entstandenen Poren in ER und Golgi kommt es zu einem Ca2+-Efflux. So reichert 
sich Ca2+ im Intrazellularraum und den Mitochondrien an. Dadurch wird das 
Membranpotential verändert, was zur Öffnung von spannungsgesteuerten Ionenkanälen in 
der äußeren Mitochondrienmembran führt. Der konsekutive Cytochrom c-Ausstrom wirkt als 
Stimulus für den intrinsischen Weg (Zhou et al. 2009). Dieser kann zudem durch die 
Aktivierung der pro-apoptotischen Faktoren bax und bid ablaufen. Sie werden durch 3C 
aktiviert (Chau et al. 2007, Zhou et al. 2009). 
Würde in einer Wirtszelle direkt nach der Infektion mit Coxsackieviren Apoptose induziert 
werden, hätten die Viren nicht ausreichend Zeit zur Vermehrung. Um das zu verhindern, 
werden verschiedene Strategien verfolgt. Zum einen dauert die Anreicherung von Ca2+, die 
zur Cytochromfreisetzung führt, ca. sechs Stunden; Zeit, die zur Replikation genutzt werden 
kann. Zum anderen exprimieren Mitochondrien die anti-apoptotischen Faktoren Bcl-2 und 
Bxl-xL, die die pro-apoptotischen Faktoren neutralisieren und die äußere 
Mitochondrienmembran stabilisieren (Chau et al. 2007). Ferner wird durch Coxsackieviren 
ein zellerhaltender Prozess, die Autophagie, unterstützt. Dabei vernichtet die Zelle eigene 
Zellbestandteile, die Zellintegrität bleibt jedoch erhalten. In diesem Kontext spielt die 
Cystein-Protease Calpain eine wichtige Rolle. Calpain fördert autophagische Prozesse und 
behindert die Caspase-3 Aktivität und damit auf unmittelbarem Weg die Apoptose. Zu 
Beginn der Infektion wird durch die Porenbildung in ER und Golgi in den Signalweg zwischen 
ER, Golgi und Mitochondrien eingegriffen. Der physiologische Ca2+-Spiegel in den 
Mitochondrien nimmt ohne diese Kontrolle ab und die Cytochrom c-Freisetzung wird 
unterdrückt (Campanella et al. 2004, Li et al. 2014, Xin et al. 2014). Durch diese 
Mechanismen soll ein vorzeitiger Zelluntergang vermieden und eine erfolgreiche 
Virusvermehrung gewährleistet werden. Für eine wirksame Freisetzung der Virionen muss 
die Balance zwischen pro- und anti-apoptotischen Stimuli in weiteren Verlauf der Infektion 
aber zu Gunsten der Apoptose ausfallen. Durch die steigende Anzahl an fertigen Viren 
nimmt auch die Zahl der Proteasen und damit die direkte Aktivierung der Caspasen und die 
Zerstörung des Zytoskeletts zu. Auch spaltet Caspase-3 Autophagie-induzierende Faktoren 
wie autophagy related genes (Atg) oder Beclin-3 (Xin et al. 2014). Der Ca2+-Einstrom durch 
Porenbildung nimmt zu und durch das destabilisierte Membranpotential auch die 
Membranpermeabilität. Auch Calpain wird durch den anhalten hohen Ca2+-Stimulus vom 
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zellprotektiven zum apoptotischen Faktor, indem es das Aktin des Zytoskeletts 
depolymerisiert. Durch die auf vielen Ebenen zerstörte Membranintegrität können relativ 
große, mit Viren beladene Mikrovesikel (0,1 µm-1 µm) abgeschnürt werden. Diese Vesikel 
dienen normalerweise vermutlich der Zell-Zell-Kommunikation, werden hier aber als „Virus-
Fähren“ genutzt und führen so zu einer raschen Infektion der benachbarten Zellen (Inal und 
Jorfi 2013, Ratajczak et al. 2006, Robinson et al. 2014). Schlussendlich gibt es noch eine 
weitere Möglichkeit der Virusverbreitung: Durch Aktin-Rearrangierung entstehen 
Protursionen; kleine Ausstülpungen der Zelle. Diese Protursionen stehen in engem Kontakt 
zur Nachbarzelle und ermöglichen eine Ausbreitung der Erreger noch bevor die Wirtszelle 
apoptotisch wird (Paloheimo et al. 2011). 
Das Immunsystem des Körpers bietet der Vermehrung und Verbreitung der Viren Einhalt. 
Dabei wird zunächst das angeborene, unspezifische Immunsystem aktiviert. Es reagiert nicht 
auf ein spezifisches Antigen, sondern auf Pattern-associated-molecular-pattern (PAMPs). 
Dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen erkennen PAMPs über ihre pattern 
recognition Rezeptoren (PRR). Eine Gruppe der PRR, die toll-like Rezeptoren (TLR), binden 
beispielsweise an virale RNA. Dies können Einzelstrang-RNA (gebunden von TLR 3) oder, als 
Intermediat bei der Replikation anfallende, RNA-Doppelstränge (gebunden von TLR 7 und 8) 
sein. Nach der Phagozytose der als infiziert erkannten Zellen präsentieren die Phagozyten 
Erregerfragmente über MHC II Moleküle auf ihrer Zelloberfläche. Zudem produzieren sie 
Interferon und chemotaktisch wirksame Zytokine (u. a. IL-8). So werden weitere Zellen des 
angeborenen Immunsystems aktiviert, die wiederum weitere Zyotkine produzieren 
(Leukotriene, Prostaglandine, IL-6, IL-8, TNF-α) (Anagandula et al. 2013, Kawai und Akira 
2007, Knowlton 2008, Wang et al. 2007a). Ferner wird die Differenzierung der T-Zellen zu 
Th 1- und Th 2-Zellen und von naiven B-Zellen zu Antikörper sezernierenden B-Zellen sowie 
die Aktivierung von T-Killerzellen eingeleitet. Mit diesem Schritt beginnt das erworbene 
Immunsystem zur Bekämpfung der Infektion beizutragen. Doch nicht nur Immunzellen 
sondern auch infizierte Zellen produzieren Zytokine, um die antiviralen Schutzmechanismen 
ihrer Nachbarzellen zu verstärken. Dabei interagieren zytsolische Rezeptoren (RIG-1 und 
MDA-5), TLR 3 und virale RNA. Dieser Komplex aktiviert IKKε und TBK1-Kinasen, welche den 
interferon regulatroy factor (IRF-3) phosphorylieren und damit aktivieren. Dieser 
Transkriptionsfaktor sorgt als Dimer im Zellkern für die Transkription von Interferon-β. 
Interferon-β fördert in den Nachbarzellen die Expression Interferon-stimulierter Gene 
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(Alexopoulou et al. 2001, Reikine et al. 2014). Eine besondere Rolle bei der Bekämpfung 
einer Coxsackievirus-Infektion kommt den B-Zellen und den Antikörpern zu. Sie sind wichtig, 
um die Verbreitung der Viren einzuschränken und bei einer Reinfektion schnell reagieren zu 
können. Viren können durch Antikörper neutralisiert werden, indem diese mit ihrem Fab-Teil 
an antigenen Stellen auf Capsid-proteinen (VP1, VP1 + VP2, VP1 + VP3) binden (Halim und 
Ramsingh 2000, Reimann et al. 1991). Ferner erschweren Antikörper die Bindung von Viren 
an zellulären Rezeptoren, behindern das Uncoating, indem sie an strukturelle 
Untereinheiten binden und markieren die Viren für Phagozyten. Auch das 
Komplementsystem wird durch die Antigen-Antikörper-Komplexe aktiviert, das infizierte 
Zellen für die Phagozytose markiert und lysiert. Die Produktion von IgM beginnt nach 3-5 
Tagen (Abb. 3.6). IgG ist ca. 4 Tage p. i. nachweisbar und kann noch Jahre nach der Infektion 
im Blut zirkulieren. Mit abnehmendem IgM-Titer steigt auch der IgA Titer und bleibt bis ca. 3 
Monate p. i. bestehen (Dotzauer und Kraemer 2012, Modlin und Bowman 1987).  
Abb. 3.6: Viruslast und Antikörpertiter im zeitlichen Verlauf einer Infektion mit Coxsackieviren. 
Virus wird ca. 2 Tage p. i. bis ca. 2 Monate p. i. ausgeschieden. Die Virämie beginnt 3 Tage p. i., 
erreicht nach 5 Tagen ihren Höhepunkt und ist nach 7 Tagen abgeklungen. IgM ist als erster 
Antikörper nach 3 Tagen nachweisbar und nimmt bis zum Ende des 1. Monats p. i. ab. Ein IgG-Titer 
lässt sich ab ca. Tag 4 p. i. nachweisen und bleibt über Jahre nach der Infektion bestehen. 
Sekretorisches IgA (SIgA) steigt 7 Tage nach infektionsbeginn an, Serum-IgA (sIgA) erst nach 3 
Wochen. Beide Spiegel bleiben bis 3 Monate p. i. erhöht (aus Dotzauer und Kraemer 2012). 
Dank der effizienten Immunabwehr verlaufen Infektionen mit Coxsackieviren meist 
symptomlos oder in Form einer gewöhnlichen Erkältung. Abhängig vom Serotyp können aber 
auch schwerwiegende Krankheiten in Erscheinung treten. Grundsätzlich lässt sich sagen, 
dass Viren der Serotypen A1-A22 und A24 für Infektionen der Haut und Schleimhäute 
verantwortlich sind. Viren der Serotypen B1-B6 befallen dagegen eher innere Organe wie 
Lunge, Herz, Leber und Pankreas. Die Serotypen A6, A10 und A16 sind zusammen mit 
Enterovirus 71 verantwortlich für die Hand-Fuß-Mund-Krankheit, von der zumeist Kinder 
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betroffen sind. Die durch Coxsackievirus A6 ausgelöste Form nimmt vor allem im asiatischen 
Raum rapide zu (He et al. 2013). Charakteristisch sind Erkältungssymptome und ein  
makulo-papulöser Ausschlag an Hand- und Fußflächen, sowie in der Mundhöhle. 
(Muehlenbachs et al. 2014, Repass et al. 2014, Stock 2014). 
Die Serotypen A4, A5 und A6 können eine Herpangina hervorrufen, auch diese tritt gehäuft 
bei kleinen Kindern auf. Dabei zeigen sich neben Erkältungssymptomen auf der Schleimhaut 
in Mundhöhle und Rachenraum sowie teilweise auf den Tonsillen charakteristische weißliche 
Bläschen mit rotem Hof oder flache Ulzerationen (Zavate et al. 1984). 
Akute hämorrhagische Konjunktivitis wird durch Coxsackievirus A24 hervorgerufen. In 
seltenen Fällen kann es zu einer neuronalen Mitbeteiligung kommen. In der Regel heilt die 
Entzündung jedoch nach einigen Tagen von selbst aus (Lim et al. 2014). 
Die von den Serotypen der Gruppe B verursachten Krankheiten sind ungleich 
schwerwiegender. Sie können beispielsweise Infektionen des ZNS auslösen und in der Folge 
eine aseptische Meningitis oder nekrotisierende Meningoenzephalitis. Dabei ist die 
Meningoenzephalitis seltener, zeigt aber oft einen schwereren Verlauf. Beide Formen 
können zu bleibenden neuronalen Defiziten oder gar zum Tod führen (Marques et al. 2014). 
Besonders Kinder im Alter von 5-15 Jahren sind davon betroffen, da in der Entwicklung 
befindliche neuronale Stammzellen eine hohe Dichte an CAR aufweisen und so für 
Coxsackieviren besonders empfänglich sind. Zudem wird die Infektion durch wandernde 
Neuronen weiter getragen. Die infizierten Neuronen werden erst nach ihrer 
Ausdifferenzierung apoptotisch und hinterlassen so Defekte im Gehirnparenchym (Feuer et 
al. 2003, Rotbart 1995). Die für die Virenabwehr wichtige IFN-Produktion ist in Neuronen nur 
eingeschränkt möglich, da IFN im ZNS toxisch wirkt. Histologisch zeigt sich eine Infiltration 
mit Lymphozyten und Neutrophilen Granulozyten, sowie Mikroglia-Ansammlungen. Ferner 
ist der ausgeprägte virusinduzierte Untergang von Neuronen auffällig (Muehlenbachs et al. 
2014). 
Auch für die Entstehung einer akuten Pankreatitis zeichnen Coxsackieviren der Gruppe B 
verantwortlich. 14,8% aller Pankreatitiden gehen auf eine Enterovirus-Infektion zurück. 
Dabei spielen vor allem CVB2, 3, 4 und 5 eine Rolle. Zum einen gehen Pankreaszellen direkt 
durch virusvermittelte Lyse unter. Zum anderen kommt es vermutlich durch die oft lange 
Persistenz von viraler RNA in den β-Zellen der Langerhans’schen Inseln zu einer 
Autoimmunreaktion. Die gebildeten Auto-Antikörper zerstören die Insulin produzierenden 
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Zellen. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass eine Coxsackievirus-Infektion eine 
Ursache für die Entstehung von Typ I Diabetes sein könnte (Arnesjo et al. 1976, Clements et 
al. 1995, und Friman 1993, Jaidane und Hober 2008). 
Auch die Lunge kann von einer Coxsackievirus-Infektion betroffen sein. Die Entzündung von 
Brust- und Bauchmuskulatur sowie Pleura äußert sich in starken, atmungsabhängigen, 
stechenden Schmerzen. Dies wird Pleurodynie oder Morbus Bornholm genannt und kann 
sich auf das umliegende Gewebe ausbreiten. In der Lunge zeigen sich histologisch 
interstitielle Ödeme und eine massive Infiltration von Entzündungszellen (Huang et al. 2010, 
Lazarus et al. 1952, Muehlenbachs et al. 2014). 
Schließlich ist noch der Befall der Leber zu nennen. Auch hier sind Coxsackieviren der Gruppe 
B die Auslöser einer fulminanten Hepatitis, die besonders bei Neugeborenen tödlich 
verlaufen kann. Dabei manifestiert sich eine Infektion vor allem in der frühen Phase in der 
Leber und wird unter dem Mikroskop durch einen massiven Untergang von Hepatozyten 
deutlich. Auch hier reichern sich pro-inflammatorische Zellen des Immunsystems im 
Leberparenchym an. Die Entzündung schreitet vor allem im jungen Kindesalter rasch voran 
und führt unter anderem zu Ikterus und Koagulopathie (Konen et al. 2000, Lind et al. 2014, 
Liu et al. 2013a, Wang et al. 1998). 
Besondere klinische Relevanz hat jedoch die eingangs beschriebene Myokarditis. Vor dem 
Hintergrund der Schwere der Krankheit und ihrem potentiell letalen Verlauf kommt der 
Erforschung (neuer) therapeutischer Ansätze besonderes Gewicht zu. Von großem Interesse 
ist hierbei die möglichst frühzeitige Therapie der Infektion mit Coxsackievirus B3 (CVB3), um 
so die Entstehung einer fulminanten Myokarditis mit potentieller Progression zur DCM zu 
verhindern. Wie bereits erwähnt, wurde eine Vielzahl von Substanzen untersucht, die an 
unterschiedlichen Stellen der Virusvermehrung ansetzen und diese unterbinden sollen. 
Mittels kleiner Moleküle, die sich in die hydrophobe Tasche des Canyons im Viruscapsid 
lagern, kann die Adhäsion der Viren an den zellulären Rezeptor unterbunden werden (Smith 
et al. 1986). Den gleichen Effekt haben sogenannte Soluble Rezeptors Analogues, die an das 
Virus binden, bevor es mit dem zellulären Rezeptor interagieren kann, und so die 
Penetration des Virus in die Zelle verhindern (Dorner et al. 2004). Eine andere Möglichkeit 
besteht in der Inhibition der Virus-Replikation. Dies ist durch NO-Donatoren, die die Aktivität 
der viralen Proteasen 2A und 3C inhibieren, oder durch Nukleosid-Analoga, die zu 
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Mutationen in der viralen RNA führen, möglich (Heim et al. 1997, Saura et al. 1999). Eine 
Unterbindung der Ubiquitinylierung durch die Zelle inhibiert die virale Replikation  
(Si et al. 2008). Auch die Interferenz von kleinen RNA-Abschnitten mit dem viralen Genom 
und Anlagerung von Antisens-Nukleotiden kann die Virusreplikation hemmen (Grunweller et 
al. 2003, Kurreck 2003). All diese Ansätze haben sich aber entweder in klinischen Tests nicht 
bewährt oder bedürfen noch weiterer Erforschung und Überarbeitung. 
Ein weiterer Angriffspunkt wurde dabei bisher kaum beachtet: Die Möglichkeit, den für die 
Virusreplikation notwenigen zellulären Stoffwechsel zu beeinflussen und so womöglich die 
Virusvermehrung zu drosseln. Die Bildung von Viroplasmen in der Wirtszelle, die von 
Coxsackieviren zur Replikation genutzt werden, stellt einen Eingriff in den zellulären 
Stoffwechsel dar und erhöht den Bedarf an Fettsäuren (Netherton und Wileman 2011). Ein 
neuer Ansatz wäre folglich, das Fettsäureangebot in einem für die Zellen unschädlichen Maß 
zu minimieren und so möglicherweise die Virusreplikation zu hemmen (Wilsky et al. 2011). 
Die Zelle kann auf zwei Wegen Fettsäuren gewinnen: Zum einen durch Synthese im Zytosol, 
zum anderen durch Aufnahme aus dem Extrazellularraum. Die Synthese beginnt mit der 
Aktivierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA-Carboxylase. Die weitere 
Synthese wird an einem Multienzymkomplex, bestehend aus zwei Untereinheiten mit je 
sechs katalytischen Zentren, vollzogen. Die zentral gelegenen acyl carrier protein 
(ACP)-Domänen werden mit Acetylresten beladen, welche für die folgenden 
Reaktionsschritte von einem katalytischen Zentrum des Komplexes zum nächsten befördert 
werden. Der an ACP gebundene Acetylrest wird am nächsten Enzym, dem condensing 
enzyme, mit dem Malonyl-Rest verestert. Die entstandene Acetoacetylgruppe bleibt an ACP 
gebunden. Im nächsten Schritt wird an der zweiten Untereinheit eine Carbonylgruppe der 
Verbindung durch die β-Ketoacyl-Reduktase zu einer Hydroxylgruppe reduziert. Durch die 
Abspaltung von Wasser entsteht eine Doppelbindung in trans Konformität zwischen C2 und 
C3. Der so entstandene Butyrylrest kann nun erneut auf das condensing enzyme übertragen 
werden und ein neuer Synthesekreislauf beginnen. Eine maximal 16 C-Atome lange 
Fettsäure kann am Multienzymkomplex synthetisiert werden. Sie wird durch eine 
Thioesterase von ACP getrennt und als Palmitinsäure freigesetzt. Längere Fettsäuren und 
ungesättigte Fettsäuren werden an der zytosolischen Seite des ER weiter modifiziert. Durch 
Malonyl-CoA wird die Fettsäure um zwei C-Atome verlängert. Durch selektive 
Dehydrierungen entstehen aus Einfach- Doppelbindungen und damit aus gesättigten 
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ungesättigte Fettsäuren. Aus den generierten Fettsäuren stellt der Körper Hormone, wie 
Prostaglandine und Thromboxan, her oder verändert sie weiter zu Membranlipiden 
(Phosphoglyceride und Sphingolipide) (Müller-Esterl et al. 2009, Schartl et al. 2009, Stryer 
1985). Neben der Synthese hat die Zelle die Möglichkeit, Fettsäuren aus dem 
Extrazellularraum aufzunehmen. Fettsäuren können als einzelne Moleküle oder aber in 
Kombination mit Proteinen als sogenannte Lipoproteine importiert werden. Einzelne 
Fettsäuren werden über Fettsäuretransportproteine in die Plasmamembran integriert und 
dann durch Flippasen von der außengelegenen Seite der Doppelmembran unter ATP-
Verbrauch auf die zytosolische Seite transportiert. Mit Hilfe von Fettsäurebindungsproteinen 
gelangen sie aus der Membran ins Zytosol der Zelle. In Verbindung mit Proteinen werden 
Fettsäuren in Form von sogenannten Chylomikronen transportiert. Sie liegen dabei als 
Triglyceride vor. Diese Transportvesikel weisen auf ihrer Oberfläche Apolipoprotein E und C 
auf, die den Transport zu Fettzellen, Skelettmuskelzellen-, sowie Herzmuskelzellen 
vermitteln. Die Aufnahme in die Zelle erfolgt als Vesikel. Durch die Lipoproteinlipase können 
die als Triglyceride zu freien Fettsäuren gespalten werden und stehen nun der Zelle zur 
Verfügung (Müller-Esterl et al. 2009, Schartl et al. 2009, Stryer 1985). 
Durch die Hemmung der Fettsäuresynthese und -Aufnahme in virusinfizierten Zellen sollte 
deren Einfluss auf die Virusreplikation untersucht werden. Dazu wurden die die Substanzen 
Orlistat bzw. Phloretin verwendet.  
Orlistat ist ein chemisch herge-
stelltes Derivat von Lipstatin, einem 
natürlich vorkommenden Lipase-
Inhibitor, der von Streptomyces 
toxytricini hergestellt wird (Ballinger 
und Peikin 2002). Es wurde bisher 
vornehmlich zur Unterstützung der 
Gewichtsreduktion bei adipösen Patienten eingesetzt. Orlistat hemmt die gastrointestinale 
Lipase und vermindert so die Aufnahme von Fettsäuren aus der Nahrung. Für dieses 
Einsatzgebiet ist es auf dem amerikanischen und europäischen Markt zugelassen (European 
Medicines Agency 2016, U.S. Food and Drug Administration 2016). Zudem konnte jedoch 
auch eine Inhibition der Fettsäuresynthese festgestellt werden. Orlistat blockiert die 
Thioester-Domäne der Fettsäuresynthase, die zur Freisetzung der fertigen Fettsäuren nötig 
 
Abb. 3.7: Strukturformel Orlistat; Sigma-Aldrich 2015b. 
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ist. Dies erwies sich als relevant für die Tumortherapie, da rasch proliferierenden Krebszellen 
vermehrt Fettsäuresynthase exprimieren und durch eine Hemmung der Fettsäuresynthese 
das Wachstum der Tumorzellen zum Stillstand gebracht werden konnte (Ballinger und Peikin 
2002, Kridel et al. 2004, Menendez et al. 2005). Mittels anderer Substanzen (Cerulenin, C75 
und Amentoflavon) wurde die Fettsäuresynthese bereits gehemmt und der Einfluss auf die 
Virusreplikation bestimmt (Rassmann et al. 2007, Wilsky et al. 2011).  
Um die Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum zu inhibieren, wurde Phloretin 
verwendet. Phloretin lagert sich in biologische Membranen ein. Durch die entgegengesetzte 
Richtung der Dipole von Phloretin und der der umgebenden Fettsäuren beeinflusst es die 
Ladung, Fluidität und Permeabilität der Membran. Ferner inhibiert Phloretin Carrier-
vermittelten Fettsäureimport und den Glukose-2-Transporter, der in Zellen des Dünndarms, 
der Leber, der Nieren und des Pankreas exprimiert wird. Möglicherweise durch die 
Kombination aus unterbundenem Glukosestoffwechsel und veränderter 
Membranpermeabilität kann Phloretin apoptotische Prozesse in Zellen induzieren. Da in 
rasch proliferierenden Zellen mehr Phloretin aufgenommen wird, wurde die Verwendung als 
Tumortherapeutikum geprüft (Nelson und Falk 1993). Weitere Untersuchungen evaluieren 
die Funktion als Penetrationsbeschleuniger für lipophile Medikamente, die auf der Haut 
aufgetragen werden. Phloretin interferiert zudem mit dem transmembranären Transport 
und schränkt auf diese Weise die Lipidaufnahme in die Zelle ein. (Abumrad et al. 1981, 
Andersen et al. 1976, Auner et al. 2005, Park et al. 2007, Wu et al. 2009).  
Die beiden Substanzen greifen also an unterschiedlichen Ansatzpunkten hemmend in den 
zellulären Fettstoffwechsel ein. Die Senkung des Fettsäureangebots der Wirtszelle zur 
Reduktion der viralen Replikation ist ein bisher wenig beachteter interessanter Ansatzpunkt 
zur Therapie der viralen Myokarditis und war Grundlage der durchgeführten 




Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Fettsäurestoffwechsel von Wirtszellen zu hemmen 
und den Einfluss auf die Replikation von CVB3 zu untersuchen. Neben einer Vielzahl in der 
Forschung befindlicher Therapieansätze zur Behandlung einer CVB3-Infektion stellt der 
Eingriff in den Fettstoffwechsel eine weitere, weitgehend unerforschte, Alternative dar. 
CVB3 benötigt zur Vermehrung sogenannte Viroplasmen. Diese bestehen aus zellulären 
Fettsäuren bzw. Membranteilen und bilden einen geschützten Raum, in dem die virale 
Replikation ungestört ablaufen kann. Für die Synthese der Viroplasmen steigt der 
Fettsäurebedarf der infizierten Zelle. Durch Eingriffe in den Fettsäurestoffwechsel ist eine 
gestörte Viroplasmenbildung und damit eine reduzierte Virusvermehrung zu erwarten.  
Zum einen kann über die Hemmung der Fettsäureneusynthese in den zellulären 
Stoffwechsel eingegriffen werden. Zum anderen besteht die Möglichkeit, den Import von 
freien Fettsäuren aus dem Extrazellularraum zu inhibieren.  
Um den Einfluss dieser Ansätze auf die CVB3-Replikationsrate zu charakterisieren, galt es 
folgende Fragen zu untersuchen: 
- Wie beeinflusst ein gehemmter Fettsäurestoffwechsel der Wirtszelle die Replikation 
von CVB3? 
- Kann ein Einfluss auf die Viroplasmenbildung nachgewiesen werden? 
- Zeigt sich ein Unterschied hinsichtlich der Wirksamkeit zwischen den verwendeten 
Substanzen? 
- Ist die Wirkung konzentrationsabhängig? 




5 Material und Methoden 
 Zellkultivierung 
Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden Green-Monkey-Kindney-Cells (GMK-Zellen) 
verwendet. Es handelt sich hierbei um Nierenzellen der afrikanischen Meerkatze, die ein 
adhärentes Monolayer mit epithelialem Wachstumsmuster bilden. Sie eignen sich besonders 
gut zur Isolation und Vermehrung von Coxsackieviren (Menegus und Hollick 1982). Die Zellen 
wurden im Inkubationsschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%-iger CO2 Begasung 
kultiviert. Die Zellkulturflaschen („Cell Star“ 75cm2, von Greiner bio-one) enthielten 25 ml 
Nährmedium Dulbecco´s modified eagle´s medium (DMEM) mit 10% fetalem Kälberserum 
und 0,075% NaHCO3 + 100 U/ml Penicillin + 100µg/ml Streptomycin (Lonza Bio Whittaker). 
Alle Arbeiten fanden in einer sterilen Werkbank statt. 
  Ablösen und Passagieren der Zellen 
Um die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu lösen, wurde das Nährmedium entfernt 
und durch 5 ml Trypsin (0,4% + 0,1% Chelaplex III + 100U/ml Penicillin + 100 µg/ml 
Streptomycin in PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4; ph 7,4)) 
ersetzt. Nach 5 Minuten wurde das Trypsin so weit abgegossen, dass der Zellrasen gerade 
noch vollständig befeuchtet blieb. Nach 25 Minuten Inkubation bei 37°C wurden die Zellen 
durch vorsichtiges Beklopfen der Flasche vom Boden gelöst und die Trypsinreaktion durch 
Zugabe von 5 ml DMEM + 10% FKS gestoppt. Die Zellen wurden durch mehrmaliges 
Pipettieren vereinzelt. Durch Zugabe von neuem Nährmedium wurden die Zellen 
aufgenommen und bei Bedarf neu ausgesät. 
  Bestimmung der Zellzahl und Infektion 
Vor Infektion der Zellen wurde die Zellzahl bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit Trypsin 
vom Boden abgelöst und in Medium (+ 10% FKS) suspendiert. 10 µl der Lösung wurden auf 
eine Neubauer Zählkammer aufgebracht und unter dem Lichtmikroskop (Lichtmikroskop 
Televal; Zeiss Jena) ausgezählt. In der Folge konnte so die „multiplicity of infection“ (MOI) 
ermittelt werden. Sie entspricht dem Vielfachen der Zellzahl an infektiösen Einheiten in der 
Viruslösung. Für eine MOI 10 ist dies das 10-fache der Zellzahl. Nach erfolgtem 
Mediumwechsel wurde das ermittelte Volumen an Infektionslösung appliziert und die Zellen 
entsprechend des Versuchsaufbaus inkubiert. 
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  Verwendete Virusstämme 
Es wurden folgende Coxsackieviren des Stamms „Nancy“ verwendet: 
- Variante Woodruff (CVB3H3) (Titer 1,58 x 109/ml) 
- Variante Woodruff/Kandolf (CVB3H3-EGFP) /Titer 2,04 x 108/ml) 
  Zytotoxizitätstest mittels WST-1 
Kultivierte GMK-Zellen wurden nach oben beschriebenen Verfahren resuspendiert und in 
einer 96 Well-Platte 100 µl Zellsuspension pro Vertiefung vorgelegt. Nach zwei Tagen 
Inkubationszeit bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 wurde das Medium vorsichtig 
entfernt und nach unten stehendem Schema (Abb. 5.1) durch 100 µl Orlistat (Merck) ersetzt. 
Aus einer Stammlösung von 30 mM Orlistat in Dimethylsulfoxid (DMSO) wurden dazu in je 
500 µl Medium die Verdünnungen 10 µM, 60 µM, 120 µM, 150 µM, 170 µM, 200 µM, 
250 µM, 360 µM und 720 µM hergestellt. 
 
Abb. 5.1: Applikationschema für Orlistat in 96-Well-Platte (WST-1-Test) 
Um die Wahrscheinlichkeit eines zufälligen Fehlers zu senken, wurden für jede 
Konzentration zwei parallele Ansätze verwendet. In den mit „Zellkontrolle“ beschrifteten 
Vertiefungen wurde lediglich das Medium gewechselt, die Zellen waren unbehandelt. Zu den 
mit „DMSO“ gekennzeichneten Zellen wurde 100 µl DMSO hinzu gegeben. Zudem enthielten 

































































































Einfluss des Mediums auf die Messung ermitteln zu können. Nach einer weiteren 
Inkubationszeit von 24 h wurde „Cell Proliferation Reagent WST-1“ (Cell Proliferation 
Reagent WST-1 von Roche) in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration (10 µl/Well, 
das entspricht 1/10 des Volumens) zugegeben. WST-1 wird von der mitochondrialen 
Dehydrogenase zu Formazan umgesetzt. Die Menge des in der Zelle enthaltenen Formazans 
kann durch die Messung der Absorbanz im Spektrometer bei einer Wellenlänge von 450 nm 
ermittelt werden. Sie korreliert direkt mit der metabolischen Aktivität der Zelle und gibt so 
Auskunft über ihre Vitalität oder eventuelle Einbußen.  
In einem initialen Versuch wurden Messungen der Zytotoxizität zu unterschiedlichen Zeiten 
(0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h) durchgeführt, um den optimalen Zeitpunkt der Zytotoxizitäts-
bestimmung zu bestimmen. Dieser stellte sich als vier Stunden nach WST-1-Zugabe heraus. 
Von den ermittelten Messergebnissen wurde für jeweils die Orlistat-Konzentrationen, die 
DMSO-, Zell- und Mediumkontrollen je ein Durchschnittswert ermittelt. Von diesem wurde 
der Wert der Mediumkontrollen abgezogen, um sicher zu gehen, dass Veränderungen in der 
Vitalität der Zellen ausschließlich durch die Stoffzugaben hervorgerufen wurden. Die Werte 
wurden in Relation zur Zellkontrolle (entspricht 100 %-iger Vitalität) gesetzt und so der 
Einfluss von Orlistat ermittelt. Für die in den folgenden Versuchen verwendeten Orlistat-
Konzentrationen wurde der Zytotoxizitätstest wiederholt durchgeführt, um den Einfluss 
zufälliger Fehler zu minimieren. 
Neben Orlistat wurde nach oben beschriebenem Verfahren auch der Einfluss von Phloretin 
(Sigma-Aldrich) und der Kombination beider Substanzen auf die Zellvitalität bestimmt. 
Hierbei wurde die Zytotoxizität von Phloretin in den Konzentrationen 10 µM, 20 µM, 100 µM 
und 200 µM (Stammlösung 200 mM) und die Kombination beider Stoffe in den 
Konzentrationen 170 µM (Orlistat) und 20 µM (Phloretin) ermittelt. 
  Quantifizierung der Viruslast nach Substanzapplikation  
In vier 24-Well Platten wurden je Well 500 µl Zellsuspension der Konzentration 2 x 105 Zellen 
bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 für 48 h kultiviert. Anschließend wurde die 
aktuelle Zellzahl bestimmt und eine MOI von 10 errechnet. Die Inkubation mit 500 µl Orlistat 
in DMSO erfolgte in einem ersten Versuch eine Stunde vor der Infektion für eine Stunde bei 
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2. Dabei wurden die Konzentrationen 120 µM, 150 µM 
und 170 µM in Nährmedium verwendet. In die mit „DMSO“ beschrifteten Vertiefungen 
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wurde nur DMSO als Kontrolle zugegeben, die Zell- und Viruskontrollen blieben unbehandelt, 
es wurde lediglich das Medium ersetzt (s. untenstehendes Plattenschema, Tab. 5.1). 
Tab. 5.1: Plattenschema zur Fettsäuresynthase-Inhibition mittels Orlistat 
120 µM Orlistat 150 µM Orlistat 170 µM Orlistat Zellzahl 
120 µM Orlistat 150 µM Orlistat 170 µM Orlistat Zellkontrolle 
120 µM Orlistat 150 µM Orlistat 170 µM Orlistat  
DMSO-Kontrolle DMSO-Kontrolle DMSO-Kontrolle  
Viruskontrolle Viruskontrolle Viruskontrolle  
Die Infektion mit CVB3 erfolgte mit einem Infektionsvolumen von 200 µl Medium (ohne FKS) 
je Well für eine Stunde im Inkubator. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig mit 300 µl 
Medium gewaschen und erneut Orlistat in den entsprechenden Konzentrationen bzw. DMSO 
bzw. Medium zugegeben und für eine Stunde bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 
inkubiert. 2, 4, 6 und 10 h nach Infektionsbeginn (p. i.) wurde vorsichtig der Überstand 
gewonnen und die Proben bei -20° C eingefroren. Der Zellrasen wurde erneut mit 500 µl 
Medium bedeckt und durch dreimaliges Gefriertauen das intrazelluläre Virus freigesetzt. 
Zellreste wurden abzentrifugiert. Alle Überstände wurden mittels TCID50-Test (siehe unten) 
titriert und ausgewertet.  
In einem weiteren Versuch wurde Orlistat erst eine Stunde nach Infektionsbeginn zugegeben 
(“gleichzeitig“). In einem dritten Versuchsansatz erfolgte die Zugabe nachdem das 
virushaltige Medium entfernt und für eine Stunde durch Medium ersetzt worden war („1 
Stunde p. i.“). 
In einem zweiten Versuchsansatz wurde an Stelle von Orlistat Phloretin verwendet. Die 
Zugabe erfolgte eine Stunde vor Infektionsbeginn analog des in Tab. 5.1 dargestellten 
Plattenschemas in den Konzentrationen 20 µM, 100 µM und 200 µM. Auch hier wurden die 
Überstände gewonnen und durch Gefriertauen die intrazellulären Viren freigesetzt. Die 
Proben wurden mittels TCID50-Test titriert und ausgewertet. 
Gleiches Vorgehen galt für die Verwendung von 170 µM Orlistat, 20 µM Phloretin und der 
Kombination beider Substanzen in drei unabhängigen Ansätzen.  
  Virustiterbestimmung mittels TCID50-Test 
In die Vertiefungen einer 96 Well Platte wurden jeweils 100 µl Zellsuspension pipettiert und 
für 60 Minuten bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5 %CO2 inkubiert, um die Zellen auf den 
Boden sinken zu lassen. Während der Inkubationszeit wurde die Virusverdünnung hergestellt. 
Dazu wurden in eine weitere 96 Well Platte in jede Vertiefung 225 µl Medium gegeben. 
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Beginnend mit der Konzentration der Stammlösung (1,58 x 109/ml) wurden je 25 µl in eine 
Einsenkung pipettiert, von welcher aus das Virus bis zu einem Faktor von 10-6 verdünnt 
wurde (Abb. 5.2). Von der entstandenen Verdünnungsreihe wurden je 50 µl einer 
Verdünnungsstufe in je eine Vertiefung der zellbestückten 96 Well Platte gegeben. Nach 4 
bis 6 Tagen Inkubationszeit bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 konnten die Zellen 
unter dem Lichtmikroskop hinsichtlich eines eingetretenen zytopathischen Effekts 
untersucht werden. Der Endpunkt der Verdünnung (die Virenkonzentration, bei der 50% der 
Testeinheiten infiziert waren.) wurde nach Reed und Muench bestimmt (Reed und Muench 
1938). Der Kehrwert des Endpunktes ergab den gesuchten Virus Titer. 
 
Abb. 5.2: TCID50-Test Verdünnungsreihenschema in 96 Well Platte 
 Berechnung des IC50-Wertes 
Zur Ermittlung des IC50-Wertes wurde für jede logarithmische Darstellung des Virustiters zu 
verschiedenen Zeitpunkten (vgl. Abb. 6.9) die Orlistat-Konzentration berechnet, bei der die 
Virusreplikation zu 50% gehemmt war. Dazu wurde für jede linear fallende Gerade die 
Funktionsgleichung aufgestellt. Die allgemeine Form ist durch f(x)=a∙x+b beschrieben. Die 
lineare Annäherung ist hierbei erlaubt, da die Daten logarithmisch dargestellt sind. Die zur 
Berechnung des IC50-Wertes benötigten Werte des Virustiters (ln TCID50/ml) und die der 











































































über die allgemeine Form der Geradengleichung für zwei frei gewählte Punkte die Variablen 
a und b bestimmt. Mit den ermittelten Unbekannten konnte nun die zugehörige 
Funktionsgleichung angegeben werden. Um den IC50-Wert zu berechnen, wurde der, bei der 
Konzentration=0 ermittelte, Virustiter (0/y) halbiert. Dies entspricht dem Titer einer zu 50% 





 wird in die bestehende Geradengleichung eingesetzt und diese nach x aufgelöst: 
𝑦𝑦2 = 𝑎𝑎 ∙ 𝑥𝑥 + 𝑏𝑏 ↔ 𝑥𝑥 = −𝑏𝑏 + 𝑦𝑦2𝑎𝑎  
Der ermittelte Wert entspricht dem IC50-Wert in µM, also der Konzentration, bei der die 
Hälfte der Replikation gehemmt war.  
 Einfluss der Inhibition der Fettsäuresynthase mittels Orlistat und der 
Fettsäureaufnahme mittels Phloretin auf die Replikation von CVB3-EGFP  
Der Versuchsablauf entspricht dem unter 5.6 beschriebenen. Statt einer 96 Well Platte 
wurde eine 24 Well Platte verwendet und runde Deckgläschen in die Vertiefungen gegeben. 
Diese wurden mit 500 µl Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) bedeckt und 24 h inkubiert. Die 
Orlistat-Zugabe (170 µM) erfolgt eine Stunde vor Infektionsbeginn. Die Infektion wurde mit 
CVB3-EGFP (MOI 10) vorgenommen und die Zellen für 24 Stunden inkubiert, da CVB3-EGFP 
für die Replikation mehr Zeit benötigt als CVB3H3 (Ammer, 2015). Nach der Gewinnung des 
Überstandes wurden die Zellen fixiert. Dazu wurden sie zweimal mit PBS 
(Phosphatgepufferte Salzlösung) gewaschen und anschließend durch die Behandlung mit 
4%-igem Paraformaldehyd (Morphisto) für 20 Minuten bei 4°C fixiert. Nach zwei erneuten 
Waschungen mit PBS für je 10 Minuten erfolgte die Zellkernfärbung mittels 
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). Dazu wurde dieser im Verhältnis 1:500 
in PBS verdünnt. Der Farbstoff durchdringt die Zellmembran und lagert sich an der DNA an. 
So kann die Morphologie der Zellkerne untersucht werden. Nach einer Inkubationszeit von 
10 Minuten bei 37°C wurden die Proben erneut dreimal mit PBS gewaschen und die 
Deckgläschen vorsichtig in Fluorescent mounting medium (Dako) auf Objektträgern 




Analog zur Orlistat-Applikation wurde in einem zweiten Versuchsansatz Phloretin (20 µM) 
verwendet. Ebenso wurde mit der Kombination beider Substanzen verfahren (Orlistat 
170 µM, Phloretin 20 µM). 
  Darstellung der Fettsäureaufnahme in CVB3-infizierte Zellen 
Zur Etablierung der Methode wurden die Zellen parallel mit CVBH3 oder CVB3-EGFP infiziert. 
In die Vertiefungen einer 24 Well Platte wurden runde Deckgläschen gegeben und mit 500 µl 
Zellsuspension bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die aktuelle Zellzahl 
mittels einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Die MOI wurde sowohl für CVB3 als auch 
CBV3-EGFP bestimmt. Die Infektion mit 200 µl Infektionslösung des entsprechenden Virus 
(MOI 10) erfolgte nach folgendem Schema (Tab. 5.2), nachdem das vorgelegte Medium 
entfernt worden war. Die Zellkontrollen wurden nicht infiziert. 
Tab. 5.2: Plattenschema zur Fettsäureaufnahme in CVB3-infizierte GMK-Zellen 
CVB3 3 h CVB3 9 h CVB3-EGFP 9 h CVB3-EGFP 23 h 
CVB3 3 h CVB3 9 h CVB3-EGFP 9 h CVB3-EGFP 23 h 
CVB3 3 h CVB3 9 h CVB3-EGFP 9 h CVB3-EGFP 23 h 
CVB3 3 h CVB3 9 h CVB3-EGFP 9 h CVB3-EGFP 23 h 
Zellkontrolle 3 h Zellkontrolle 9 h Zellkontrolle 9 h Zellkontrolle 23 h 
Zellkontrolle 3 h Zellkontrolle 9 h Zellkontrolle 23 h Zellzahl 
Die Zeitangaben beziehen sich dabei auf die Inkubationszeiten der Viren. Nach den 
aufgeführten Zeiten wurden die Deckgläschen in 200 µl serumfreies Medium überführt. Das 
Medium war vorgewärmt und mit 5 µl Bodipy 558/568-C12/ml (Molecular Probes, Life 
Technology) versetzt. Nach einer 60-minütigen Inkubationszeit bei 37°C wurden die Zellen 
vorsichtig zweimal mit PBS gewaschen und anschließend durch die Behandlung mit 4%-igem 
Paraformaldehyd für 20 Minuten bei 4°C fixiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal 
für je 10 Minuten mit PBS gewaschen und mittels Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (1:500 
in PBS) für 10 Minuten bei 37°C fixiert. Es erfolgten drei weitere Waschungen mit PBS bevor 
die Deckgläschen in Fluorescent mounting medium (Dako) auf Objektträgern eingebettet 
wurden. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen wurden mittels 
AxioCam color camera (Carl Zeiss, Jena) angefertigt. 
Der Versuch wurde wiederholt, wobei nur CVB3-EGFP verwendet wurde und eine Bodipy 
558/568-C12-Konzentration von 1 µl/ml, um die Färbung etwas schwächer zu gestalten. Die 
Inkubationszeiten betrugen 2 h, 5 h, 8 h, 11 h und 23 h. In einer weiteren Modifikation des 
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Ausgangsversuches wurden die Effekte auf eine geringere Zellzahl untersucht. Zusätzlich zur 
ursprünglichen Konzentration von 2 x 105 Zellen/ml wurde nun parallel die Konzentration 
von 0,5 x 105 Zellen/ml untersucht. Ferner wurde eine MOI 100 verwendet. Bodipy 
558/568-C12 ist ein Fettsäureanalogon und wird wie Fettsäuren aus dem Extrazellularraum 
importiert, so dass es die Zellen rot färbt. 
 Einfluss der Inhibition der Fettsäuresynthase mittels Orlistat und der 
Fettsäureaufnahme mittels Phloretin auf die Darstellung der 
Fettsäureaufnahme in CVB3-EGFP-infizierten Zellen 
Nach dem unter 5.9 beschriebenen Versuchsaufbau wurden in eine mit runden 
Deckgläschen versehene 24 Well-Platte in jede Vertiefung 500 µl Zellsuspension gegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die aktuelle Zellzahl mittels Neubauer 
Zählkammer bestimmt. Eine Stunde vor Infektionsbeginn wurde Orlistat in der Konzentration 
170 µM hinzugegeben. DMSO bzw. Medium wurden als Kontrollen appliziert. Vor der 
Infektion wurde das Medium entfernt. Die Infektion erfolgte mit 200 µl CVB3-EGFP 
(MOI 100). Die Zellkontrollen wurden nicht infiziert. Eine Stunde nach Infektionsbeginn 
wurden die Zellen vorsichtig mit 300 µl Medium gewaschen und die Injektionslösung durch 
Orlistat- bzw. DMSO-haltiges bzw. Medium (500 µl) für eine Stunde ersetzt (Inkubation bei 
37°C). Nach 9 und 23 h wurden die Deckgläschen in 200 µl serumfreies Medium überführt. 
Das Medium war vorgewärmt und mit 1 µl Bodipy/ml versetzt. Die Proben mit einer 
Inkubationszeit von 24 Stunden wurden zum Vergleich nicht mit Bodipy angefärbt. Nach 
einer 60 minütigen Inkubationszeit bei 37° C wurden die Zellen vorsichtig zweimal mit PBS 
gewaschen und anschließend durch die Behandlung mit 4%-igem Paraformaldehyd für 20 
Minuten bei 4°C fixiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal für je 10 Minuten mit PBS 
gewaschen und mittels Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (1:500 in PBS) für 10 Minuten 
bei 37°C fixiert. Es erfolgte drei weitere Waschungen mit PBS bevor die Deckgläschen in 
Fluorescent mounting medium (Dako) auf Objektträgern eingebettet wurden. Die 
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Die Aufnahmen wurden mittels AxioCam 
color camera (Carl Zeiss, Jena) angefertigt. 
In gleicher Weise wurde mit Phloretin (20 µM) statt Orlistat und der Kombination beider 
Substanzen (Orlistat 170 µ, Phloretin 20 µM) verfahren. 
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 Erstellung elektronenmikroskopischer Bilder 
Für die Elektronenmikroskopie wurden in 60 mm Zellkulturschalen 5 ml Zellsuspension (2 x 
105 Zellen) ausgesät und bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 für 36 h inkubiert. 
Anschließend wurde PBS auf 37°C angewärmt, mit 1% Saccharose und 2 mM CaCl2 versetzt. 
Das Nährmedium wurde entfernt, durch 5 ml des vorbereiteten PBS ersetzt und die 
Zellkultur vorsichtig gespült. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 5 ml angewärmtem 
2,5 %-igem Glutaraldehyd (Serva) in PBS (versetzt mit 1% Saccharose und 2 mM CaCl2) für 60 
Minuten bei 37°C. Nachfolgend wurde das Glutaraldehyd entfernt und 1 ml PBS zugegeben. 
Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der Oberfläche der Kulturschale gelöst 
und durch mehrmaliges Mischen mit einer Pipette resuspendiert. Anschließend wurde die 
Suspension in Eppendorf Cups überführt und mit 600 g zentrifugiert, so dass sich ein Pellet 
am Boden der Cups bildete. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte die Fixation in 
Osmiumtetroxid (Serva, Deutschland) für 1 Stunde. Durch aufsteigende Ethanolreihen wurde 
den Proben Wasser entzogen und mittels Uranylacetat (Ted Pella) die Negativkontrastierung 
vorgenommen. Anschließend wurden die Proben in Ethoxylinharz (Araldite; Agar Scientific) 
eingeschlossen. Die Ultradünnschnitte wurden mittels LKB Ultratom III (LKB, Stockholm, 
Schweden) durchgeführt. Diese wurden auf Kupfer-Trägernetzchen aufgezogen und mit Blei-
Citrat nachkontrastiert. Danach wurden die Proben unter einem 
Transmissionselektronenmikroskop (EM 900, Zeiss, Oberkochen) bei 80 kV untersucht. 
 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde eine multiple lineare Regressionsanalyse 
verwendet. Durch dieses Verfahren konnte die Abhängigkeit einer Variable Y von metrischen 
Größen X beschrieben werden. Zudem galt es zu erfassen, inwieweit Ausprägungen der 
Y-Variablen durch Variationen von X erklärt werden konnten (Quinn und Keough 2002). Um 
ordinale Größen zu berücksichtigen, wurden sogenannte Dummy-Variablen codiert. Die 
Vorraussetzungen des Modells (Normalverteilung der Residuen, Varianzhomogenität, 
Unabhängigkeit der Y-Werte, feste X-Werte) wurden dabei eingehalten. Der 
Normalverteilung der Residuen wurde durch eine ausführliche Regressionsanalyse 
(Logarithmierung der abhängigen Variablen und der Zeit) entsprochen. Die Berechnungen 




Abhängige Variable:  
- Virustiter 
Unabhängige Variablen:  
- Orlistat-Konzentration (120 µM, 150 µM, 170 µM, DMSO=0 µM) bzw. Phloretin-
Konzentration (20 µM, 100 µM, 200 µM, DMSO=0 µM) 
- Auswertungszeitpunkte (2h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i.) 
- Orlistat/-Phloretinzugabezeiten (1 h vor Infektion, zeitgleich mit Infektion, 1 h nach 
Infektion) 
- Intrazellulär/Extrazellulär bestimmter Virustiter 
Dummy-Codierung: 
- Zugabezeit 1 h vor Infektion = -1 
- Zugabezeit zeitgleich mit Infektion = 0 
- Zugabezeit 1 h nach Infektion = 1 
- Intrazellulärer Virustiter = -1 





  Überblick 
Coxsackieviren bilden aus Membranen des ER und des Golgi-Apparats sogenannte 
Viroplasmen. Sie bringen so zum einen virale RNA und Replikationsenzyme in engen Kontakt, 
zum anderen kann die Replikation vor den Abwehrmechanismen der Wirtszelle geschützt 
ablaufen. Dieser Prozess geht mit einem erhöhten Bedarf an Fettsäuren einher (Netherton 
und Wileman 2011). Neue Behandlungsansätze zielen darauf ab, das Fettsäureangebot zu 
minimieren und so möglicherweise die Virusreplikation einzuschränken (Wilsky et al. 2011). 
Im Folgenden wurden die Inhibition der Fettsäuresynthase mittels Orlistat und die 
Hemmung der Fettsäureaufnahme mittels Phloretin untersucht. 
  Orlistat 
6.2.1 Zytotoxizitätstest für Orlistat mittels WST-1 
Um festzustellen, ob Orlistat einen negativen Einfluss auf die Vitalität von GMK-Zellen hat, 
wurde mittels WST-1 Test die metabolische Aktivität der Zellen nach Orlistat-Zugabe 
bestimmt. Die Tabelle (Tab. 6.1) zeigt die untersuchten Orlistat-Konzentrationen sowie 
DMSO und die jeweils gemessenen Werte der Zellvitalität in Prozent der Zellkontrolle.  
Tab. 6.1: Zellvitalität in Abhängigkeit von 
verschiedenen Orlistat-Konzentrationen. 
Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde zu 
den Zellkulturen entweder Orlistat in den 
Konzentrationen 10 µM, 60 µM, 120 µM, 
150 µM, 170 µM, 200 µM, 250 µM, 360 µM 
und 720 µM oder DMSO zugegeben. DMSO 
diente auch als Lösungsmittel für Orlistat. Die 
Zellkontrolle blieb unbehandelt. Vier Stunden 
nach Zugabe von Cell Proliferation Reagent 
WST-1 wurde der metabolische Umsatz der 
Substanz durch ein Spektrometer ermittelt. 
Die Ergebnisse der Messungen pro Orlistat-
Konzentration bzw. für DMSO wurden jeweils 
gemittelt und ins Verhältnis zur 
unbehandelten Zellkontrolle gesetzt, um den 
Einfluss von Orlistat bzw. DMSO auf die 
Zellvitalität zu bestimmen. Abgebildet sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen für 
die Orlistat-Konzentrationsstufen, sowie für 




Konzentration (µM) Zellvitalität (%) 
10  105,04 (± 0,00) 
60 109,83 (± 1,82) 
120  110,58 (± 1,85) 
150  107,13 (± 0,00) 
170  103,41 (± 1,61) 
200  93,83 (± 0,00) 
250  59,99 (± 3,10) 
360  56,67 (± 0,00) 
720  44,73 (± 0,00) 
DMSO 101,45 (± 1,30) 



























Zudem wurde der Effekt von DMSO kontrolliert, da DMSO als Lösungsmittel verwendet 
wurde. Während die metabolische Aktivität der Zellen bei 10 µM, 60 µM, 120 µM, 150 µM, 
170 µM, sowie bei der DMSO-Kontrolle der der Zellkontrolle glich, zeigte sich ab 200 µM ein 
Abfall. Der IC50 für Orlistat lag bei 560,723 µM. Bei dieser Konzentration wird das 
Zellwachstum bezogen auf die Zellkontrolle um 50% reduziert. In geringeren Dosierungen 
hatte Orlistat keinen negativen Einfluss auf die Vitalität von GMK-Zellen. Gleiches galt für 
DMSO.  
6.2.2 Einfluss der Fettsäuresynthase-Inhibition mittels Orlistat auf die Virusreplikation  
Um den Einfluss von Orlistat auf die Fettsäuresynthase und damit möglicherweise auf die 
Virusreplikation zu untersuchen, wurde Orlistat zunächst als prophylaktische Gabe 1 h vor 
Infektion mit CVB3 zugegeben. Somit war eine ausreichende Hemmung der 
Fettsäuresynthase gewährleistet. Dabei wurden die nicht-toxischen Orlistat-Konzentrationen 
120 µM, 150 µM und 170 µM verwendet. Zugleich wurden DMSO- (mit DMSO behandelt, 
mit CVB3 infiziert) und Zellkontrollen (unbehandelt, nicht infiziert) mitgeführt. Die im 
Folgenden illustrierte Auswertung erfolgte getrennt für den Intra- und den Extrazellularraum. 
Es zeigte sich intrazellulär ein kontinuierlicher Anstieg der Viruskonzentration im Zeitraum 
von 2 h p. i. bis 10 h p. i. (Abb. 6.2).  
Abb. 6.2: Intrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h und 
10 h nach Infektion mit 
CVB3. Die Orlistat-Zugabe 
erfolgte 1 h vor der 
Infektion mit CVB3 (MOI 
10). Es wurden die 
Orlistat-Konzentrationen 
120 µM, 150 µM und 170 
µM verwendet, sowie eine 
DMSO-Kontrolle. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten 
wurde der Überstand ge-
wonnen und durch mehr-
maliges Gefriertauen das 
intrazelluläre Virus freigesetzt. Der Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die 
MW ± SD aus je drei Proben/Zeitpunkt für die verwendeten Orlistat-Konzentrationen und die DMSO-
Kontrolle. 
Dabei ergaben sich Unterschiede hinsichtlich der Titerhöhe abhängig von einer 
Vorbehandlung mit Orlistat oder keiner Vorbehandlung (DMSO). Der Virustiter war niedriger, 
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wenn eine Behandlung mit Orlistat erfolgt war. Die Unterschiede zwischen den Orlistat-
Konzentrationen (120 µM, 150 µM, 170 µM) waren hingegen intrazellulär nicht eindeutig. 
Der IC50-Wert betrug für 2 h p. i. 92,82 µM, für 4 h p. i. 116,88 µM, für 6 h p. i. 111,11 µM 
und für 10 h p. i. 120,14 µM. 
Für den extrazellulär ermittelten Virustiter ergaben sich eindeutigere Ergebnisse (Abb. 6.3). 
Auch hier zeigte sich ein Anstieg des Virustiters im Zeitverlauf, sowohl bei allen Orlistat-
Konzentrationen, als auch bei DMSO. Die Viruslast nach 10 h lag jedoch deutlich unter der 
intrazellulären. Wie auch intrazellulär lagen die Titer der mit Orlistat behandelten Proben 
unter denen der DMSO-Kontrollen. Besonders 10 h p. i. wurde zudem eine Konzentrations-
Abhängigkeit erkennbar: Bei den mit 170 µM versehenen Proben fiel die Viruslast deutlich 
geringer aus. Der IC50-Wert betrug für 2 h p. i. 67,29 µM, für 4 h p. i. 91,18 µM, für 6 h p. i. 
106,32 µM und für 10 h p. i. 94,15 µM. 
Abb. 6.3: Extrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h und 
10 h nach Infektion mit 
CVB3 Die Orlistat-Zugabe 
erfolgte 1 h vor der 
Infektion mit CVB3 (MOI 
10). Es wurden die Orl-
istat-Konzentrationen 120 
µM, 150 µM und 170 µM 
verwendet, sowie eine 
DMSO-Kontrolle Zu den 
angegebenen Zeitpunkten 
wurde der Überstand mit 
dem darin enthaltenen 
extrazellulären Virus ge-
wonnen. Der Virustiter 
wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD aus je drei Proben/Zeitpunkt für 
die verwendeten Orlistat-Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle. 
Um die Wirkung von Orlistat auf bereits infizierte Zellen beurteilen zu können, wurde 
Orlistat in einem Versuch gleichzeitig mit CVB3 bzw. in einem anderen Versuch 1 h nach 

































Bei einer Orlistat-Zugabe gleichzeitig mit der Infektion zeigte sich intrazellulär ein Anstieg 
des Virustiters zwischen 2 h p. i. und 10 h p. i. (Abb. 6.4). Bei den mit Orlistat behandelten 
Proben verlief der Anstieg zu Beginn steiler, als bei einer Orlistat-Zugabe 1 h vor Infektion, 
verflachte aber 6 h p. i., so dass sich die Titer 10 h p. i. dicht beieinander lagen: ln (20,65/ml) 
bei Zugabe von 170 µM 1 h vor Infektion und ln (20,27/ml) bei zeitgleicher Applikation. Ein 
dosisabhängiger Einfluss von Orlistat auf den Titer zeigte sich nach 10 h deutlicher, als bei 
der Orlistat-Zugabe 1 h vor Infektion. Der IC50 betrug für 2 h p. i. 87,5 µM, für 4 h p. i. 
111,33 µM, für 6 h p. i. 126,47 µM und für 10 h p. i. 114,59 µM.  
 
Abb. 6.4: Intrazellulärer Virustiter 2 h, 4 h, 6 h und 10 h nach Infektion mit CVB3. Die Orlistat-
Zugabe erfolgte zeitgleich mit der Infektion mit CVB3 (MOI 10). Es wurden die Orlistat-
Konzentrationen 120 µM, 150 µM und 170 µM verwendet, sowie eine DMSO-Kontrolle. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde der Überstand gewonnen und durch mehrmaliges Gefriertauen das 
intrazelluläre Virus freigesetzt. Der Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die 
MW ± SD aus je drei Proben/Zeitpunkt für die verwendeten Orlistat-Konzentrationen und die DMSO-
Kontrolle. 
Auch bei den extrazellulär bestimmten Titern stieg die Viruslast im Zeitverlauf an (Abb. 6.5). 
Dabei wurde auch bei gleichzeitiger Orlistat-Zugabe ein geringerer Anstieg als intrazellulär 
deutlich (bei 170 µM extrazellulär: ln (16,04/ml); bei 170 µM intrazellulär: ln (20,27/ml)). 
Anders als bei den intrazellulär ermittelten Titern fiel extrazellulär der Anstieg zunächst 
flacher aus, als nach Orlistat-Zugabe 1 h vor Infektion, stieg aber 6 h p. i. stark an. Der IC50 –
Wert ergab für 2 h p. i. 61,07 µM, für 4 h p. i. 85,64 µM, für 6 h p. i. 100,77 µM und für 



























Abb. 6.5: Extrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h 
und 10 h nach Infektion 
mit CVB3 Die Orlistat-
Zugabe erfolgte 
zeitgleich mit der 
Infektion mit CVB3 (MOI 
10). Es wurden die 
Orlistatkonzentrationen 
120 µM, 150 µM und 
170 µM verwendet, 
sowie eine DMSO-Kon-
trolle. Zu den angege-
benen Zeitpunkten wur-
de der Überstand mit 
dem darin enthaltenen extrazellulären Virus gewonnen. Der Virustiter wurde mittels TCID50-Test 
ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD aus je drei Proben/Zeitpunkt für die verwendeten Orlistat-
Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle. 
Abbildung 6.6 zeigt den intrazellulären Anstieg des Virustiters bei Orlistat-Gabe 1 h nach 
Infektion mit CVB3. Es fiel v. a. 2 h p. i. der deutliche Einfluss der unterschiedlichen Orlistat-
Konzentrationen auf, im weiteren Verlauf der Infektion trat er in den Hintergrund. Der Titer 
erreichte nach 10 h einen ähnlichen Wert wie bei Orlistat-Zugabe 1 h vor Infektion bzw. 
zeitgleicher Zugabe (ln (20,65/ml) bei Gabe von 170 µM Orlistat 1 h vor Infektion, 
ln (20,27/ml) bei zeitgleicher Orlistat-Applikation und ln (20,65/ml) bei Orlistat-Gabe 1 h 
nach Infektion), der Anstieg erfolgte jedoch flacher. Der IC50 betrug für 2 h p. i. 80,78 µM, für 
4 h p. i. 105,29 µM, für 6 h p. i. 120,43 µM und für 10 h p. i. 108,46 µM. 
Abb. 6.6: Intrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h und 
10 h nach Infektion mit 
CVB3. Die Orlistat-Zugabe 
erfolgte 1 h nach der 
Infektion mit CVB3 (MOI 
10). Es wurden die Orlistat-
Konzentrationen 120 µM, 
150 µM und 170 µM 
verwendet, sowie eine 
DMSO-Kontrolle. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten 
wurde der Überstand 
gewonnen und durch 
mehrmaliges Gefriertauen 
das intrazelluläre Virus freigesetzt. Der Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind 

























































Die extrazellulär ermittelte Viruslast nach Orlistat-Gabe 1 h nach Infektion (Abb. 6.7) lag 
unter den intrazellulären Titern. Sie fiel im Vergleich zu den anderen Orlistat-Zugabezeiten 
zu allen Untersuchungszeitpunkten geringer aus und erreichte auch nach 10 h eine geringere 
Höhe (nach Gabe von 170 µM 1 h vor Infektion: ln (14,89/ml), nach Gabe von 170 µM 
gleichzeitig mit Infektion: ln (16,04/ml); nach Gabe von 170 µM 1 h nach Infektion: 
ln (14,50/ml)). Ein allmählicher Anstieg im Zeitverlauf wurde auch hier deutlich, ein 
konzentrationsabhängiger Einfluss auf die Titerhöhe konnte nicht festgestellt werden. Der 
IC50 betrug für 2 h p. i. 54,86 µM, für 4 h p. i. 79,66 µM, für 6 h p. i. 94,74 µM und für 10 h p. i. 
82,33 µM.  
Abb. 6.7: Extrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h 
und 10 h nach Infektion 
mit CVB3 Die Orlistat-
Zugabe erfolgte 1 h nach 
Infektion mit CVB3 (MOI 
10). Es wurden die 
Orlistat-Konzentrationen 
12  µM, 150 µM und 
170 µM verwendet, so-
wie eine DMSO-Kontrolle. 
Zu den angegebenen 
Zeitpunkten wurde der 
Überstand mit dem darin 
enthaltenen extrazellulä-
ren Virus gewonnen. Der Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD 
aus je drei Proben/Zeitpunkt für die verwendeten Orlistat-Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle. 
Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde eine multiple Regressionsanalyse 
verwendet. Dabei wurden der Einfluss der Orlistat-Konzentrationen bzw. DMSO 
(= Konzentration 0), der Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär), der Untersuchungszeit-
punkte (2 h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i.), sowie der Zugabezeit von Orlistat auf die Höhe 
des Virustiters ermittelt: 
Ln(V)=6,68678 + 5,35739∙ln(t) - 0,07173511∙OKonz - 0,86925∙Z - 1,84911∙Ort 
           R2=0,7966; Pr>F<0,0001; n=273 
Mit Virustiter (V), Untersuchungszeitpunkt (t), Orlistat-Konzentration (OKonz), Zugabezeit (Z) 































Abbildung 6.8 illustriert beispielhaft den Einfluss von Orlistat-Konzentration, Ort der 
Titerbestimmung (intrazellulär/extrazellulär) und Orlistat-Zugabezeit auf die Höhe des 
Virustiters.  
 
6.8: Virustiter 2 h nach Infektion mit CVB3. Lineare Darstellung der mittels multipler 
Regressionsanalyse ermittelten Abhängigkeit des Virustiters von Orlistat-Konzentration (0 µM, 
120 µM, 150 µM, 170 µM), Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär) und Orlistat-Zugabezeit (1 h vor 
Infektion, zeitgleich mit Infektion, 1 h nach Infektion). 
Wie Abbildung 6.8 verdeutlicht, ist die lineare Darstellung aufgrund der großen Unterschiede 
in der Titerhöhe unzureichend. Im Folgenden wird der Sachverhalt deshalb als 
logarithmische Abbildung verdeutlicht. Diese Form der Darstellung (Abb. 6.9 bis 6.12) 
veranschaulicht zu allen Zeitpunkten (2 h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i) eine statistisch 
signifikante Abhängigkeit des Virustiters von der Orlistat-Zugabezeit, der Lokalistation in der 
Zelle/im Extrazellularraum und der Orlistat-Konzentration. Dabei war der intrazellulär 
(durchgezogene Linien) ermittelte Titer signifikant höher als extrazellulär (unterbrochene 
Linien). Die Höhe des Titers ist also davon abhängig, ob der Intrazellularraum oder der 
Extrazellularraum untersucht wurde. Wurde Orlistat 1 h vor Infektion (grüne Kurve) 
hinzugegeben, lag der ermittelte Titer signifikant höher, als bei zeitgleicher Gabe (blaue 
Kurve). Am niedrigsten fiel der Titer bei einer Orlistat-Zugabe 1 h nach Infektion (rote Kurve) 
aus. Eine Orlistat-Zugabe nach Beginn der Infektion hemmte folglich den Titeranstieg am 
meisten, während eine Zugabe vor Beginn der Infektion die geringste Wirkung zeigte. Auch 
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zunehmender Konzentration war der Titer exponentiell niedriger. Am höchsten war der Titer 
nach DMSO-Behandlung (=Konzentration 0). 
  Abbildung 6.9: Virustiter nach Infektion mit CVB3. 
Logarithmische Darstellung der mittels multipler 
Regressionsanalyse ermittelten Abhängigkeit des 
Virustiters zu verschiedenen Zeitpunkten (2 h p. i., 
4   p. i., 6 h p. i., 10 h p. i) von Orlistat-Konzentration 
(0 µM (=DMSO), 120 µM, 150 µM, 170 µM), Lokalisation 
(intrazellulär/extrazellulär) und Orlistat-Zugabezeit (1 h 




6.2.3 CVB3-EGFP und Orlistat  
1962 entdeckte Osamu Shimomura bei der Quallenart Aequoria victoria ein grün 
fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein, GFP). Es wurde in der Folge u. a. 
genutzt, um zelluläre Proteine zu markieren. Dabei wurde die Sequenz von GFP an Gene 
zellulärer Proteine gekoppelt. So konnten Proteinprozessierung und -bewegungen in der 
Zelle fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden. Die verbesserte Form, das enhanced 
green fluorescent protein (EGFP), wurde auch zum Nachweis viraler Proteinsynthese 
verwendet, um so Infektion, Vermehrung und Verbreitung der Viren beobachten zu können. 
Dabei entsteht EGFP autokalytisch, es liegt also nach der Translation zusätzlich zu allen 
viralen Proteinen vor (Shimomura 1979, Slifka et al. 2001, Zimmer 2009).  
Um den Einfluss von Orlistat auf die Virusreplikation auch optisch nachzuweisen, wurden die 
folgenden Versuche mit CVB3-EGFP durchgeführt und so die Virusvermehrung 
sowie -verbreitung fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zu GMK-Zellen wurden 1 h vor 
Infektionsbeginn 170 µM Orlistat gegeben und der Zellrasen nach 24 h auf Deckgläschen 
fixiert. Zudem wurde eine Kontrolle mitgeführt, die nur mit DMSO behandelt, sowie eine 
Zellkontrolle, die nicht behandelt und nicht infiziert wurde. Abbildung 6.10 zeigt GMK-Zellen 
nach Orlistat-Zugabe im Vergleich zu GMK-Zellen nach DMSO-Applikation. Die 
Teilabbildungen A illustrieren lichtmikroskopische Aufnahmen des Zellrasens nach 24 h, die 
Teilabbildungen B fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellkernfärbung und die 
Teilabbildungen C fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der grün fluoreszierenden CVB3-
EGFP-infizierten Zellen. Deutlich zeigte sich ein Unterschied zwischen den mit DMSO und 
den mit Orlistat behandelten Proben: In der lichtmikroskopischen Darstellung (Teilabbildung 
A) fand sich bei der Orlistat-Probe ein geringer ausgeprägter zytopathischer Effekt als bei der 
DMSO-Probe. Durch die Zellkernfärbung (Teilabbildungen B) wurden sowohl intakte, als 
auch dysmorphe, apoptotische Zellkerne sichtbar. Letztere fanden sich bei der Orlistat-Probe 
seltener, als bei der DMSO-Probe. Auch in Teilabbildung C wurde ein Unterschied ersichtlich: 
bei der Orlistat-Probe war die Dichte an infizierten, grün-fluoreszierenden Zellen geringer, 
als bei der DMSO-Probe. Für die Zellkontrollen zeigte sich sowohl nach der Orlistat- als auch 
nach der DMSO-Behandlung lichtmikroskopisch ein konfluenter Zellrasen (Teilabbildungen A) 





Zellkontrolle + DMSO Zellkontrolle + Orlistat (170 µM) 
Abb. 6.10: Mit Orlistat bzw. DMSO behandelte und mit CVB3-EGFP infizierte (MOI 10) GMK-Zellen 
24 h nach Infektion. Der Zellrasen wurde entweder mit 170 µM Orlistat oder mit DMSO behandelt. 
Zudem wurde eine nicht infizierte Zellkontrolle mitgeführt. Die Zellen wurden 24 h p. i. fixiert und 
licht-, sowie fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Die Teilabblidungen A zeigen 
lichtmikroskopische Aufnahmen, die Teilabbildungen B angefärbte Zellkere in 
fluoreszenzmikroskopischer Darstellung und Teilabbildungen C mit EGFP-CVB3 infizierte grün 
fluoreszierende Zellen. GMK-Zellen, 24 h p. i., Vergrößerung: 200x ; A: Lichtmikroskop, B: 
Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung, C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis. 
  





A A B B 
46 
 
  Phloretin 
6.3.1 Zytotoxizitätstest für Phloretin mittels WST-1 
Zur Feststellung, ob Phloretin zytotoxische Wirkung auf GMK-Zellen zeigt, wurde mit Hilfe 
eines Spektrometers die metabolische Aktivität der Zellen nach Phloretin-Zugabe bestimmt. 
Der untenstehenden Tabelle (Tab. 6.2) lassen sich die untersuchten Phloretin-
Konzentrationen und die entsprechenden Werte entnehmen. Dabei wurde die Zellvitalität in 
Prozent der Zellkontrolle angegeben.  
Tab. 6.2: Zellvitalität von GMK-Zellen in Abhängigkeit von der Phloretin-Konzentration. Nach einer 
Inkubationszeit von 48 h wurde zu den Zellkulturen entweder Phloretin in den Konzentrationen 5 µM, 
10 µM, 20 µM, 100 µM, 200 µM oder DMSO zugegeben. Die Zellkontrolle blieb unbehandelt. Nach 
Zugabe von Cell Proliferation Reagent WST-1 wurde der metabolische Umsatz der Substanz durch ein 
Spektrometer ermittelt. Die Ergebnisse der Messungen pro Phloretin-Konzentration bzw. für DMSO 
wurden jeweils gemittelt und ins Verhältnis zur unbehandelten Zellkontrolle gesetzt, um den Einfluss 
von Phloretin bzw. DMSO auf die Zellvitalität zu bestimmen. Abgebildet sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen für die Phloretin-Konzentrationsstufen, sowie für DMSO und die Zellkontrolle. 
Konzentration 
(µM) 5 10 20 100 200 DMSO Zellkontrolle 
Zellvitalität (%) 106,08 ± 0,00 
103,38 











Die Zellvitalität lag bei allen untersuchten Phloretin-Konzentrationen annähernd bei 100 %. 
Phloretin wies bei den verwendeten Konzentrationen also keinen zytotoxischen Einfluss auf 
GMK-Zellen auf. Auch das als Lösungsmittel verwendete DMSO beeinflusste die Zellen nicht 
negativ.  
6.3.2 Einfluss der Fettsäureaufnahme-Inhibition mittels Phloretin auf die Virusreplikation  
Im Folgenden sollte der Einfluss der Hemmung der Fettsäureaufnahme aus dem 
Extrazellularraum durch Phloretin auf die Virusreplikation untersucht werden. Um eine 
ausreichende Abschirmung der Zelle gegen Fettsäuren aus dem Extrazellularrum zu 
erreichen, wurde Phloretin 1 h vor Infektion zugegeben. Es wurden dazu die Phloretin-
Konzentrationen 20 µM, 100 µM und 200 µM verwendet. Eine DMSO- (mit DMSO 
vorbehandelt und mit CVB3 infiziert) und eine Zellkontrolle (unbehandelt, nicht infiziert) 
wurden vergleichend mitgeführt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte getrennt für den 
Intra- und den Extrazellularraum. Intrazellulär zeigte sich ein Titeranstieg im Zeitverlauf 
(2 h p. i. bis 10 h p. i.). Dabei fiel der Anstieg für die Phloretin-Proben unwesentlich flacher 
aus, als für die DMSO-Proben und auch ein konzentrationsabhängiger Einfluss auf die Höhe 
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des Titers konnte nicht festgestellt werden (Abb. 6.11) Der IC50 ließ sich für Phloretin nicht 
ermitteln, da keine Konzentrationsabhängigkeit bestand.  
Abb. 6.11: Intrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h und 
10 h nach Infektion mit 
CVB3. Die Phloretin-
Zugabe erfolgte 1 h vor 
der Infektion mit CVB3 
(MOI 10). Es wurden die 
Phloretin-Konzentrationen 
20 µM, 100 µM und 
200 µM verwendet, sowie 
eine Kontrolle, zu der 
anstelle von Phloretin 
lediglich DMSO 
hinzugegeben wurde. Zu 
den angegebenen 
Zeitpunkten wurde der 
Überstand entfernt und durch mehrmaliges Gefriertauen das intrazelluläre Virus freigesetzt. Der 
Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD aus je drei 
Proben/Zeitpunkt für die verwendeten Phloretin-Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle. 
Der extrazelluläre Titer stieg im Zeitraum von 2 h p. i. bis 10 h p. i. an (Abb. 6.12). Dabei 
zeigte sich allgemein, dass nach einer Behandlung mit Phloretin der Titeranstieg flacher 
verlief, als nach DMSO-Behandlung. 
Abb. 6.12: Extrazellulärer 
Virustiter 2 h, 4 h, 6 h 
und 10 h nach Infektion 
mit CVB3. Die Phloretin-
Zugabe erfolgte 1 h vor 
der Infektion mit CVB3 
(MOI 10). Es wurden die 
Phloretin-Konzentratio-
nen 20 µM, 100 µM und 
200 µM verwendet, sowie 
eine DMSO-Kontrolle. Zu 
den angegebenen Zeit-
punkten wurde der 
Überstand gewonnen und 
der Virustiter mittels 
TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD aus je drei Proben/Zeitpunkt für die verwendeten 
Phloretin-Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle. 
Nach 10 h p. i. hatten sich die Werte jedoch wieder angenähert (20 µM: ln (17,20/ml); 


















































Eine Konzentrationsabhängigkeit konnte nur 2 h p. i. festgestellt werden: Nach Gabe von 
200 µM Phloretin lag der Titer deutlich unter dem nach Gabe von 100 µM bzw. 20 µM 
Phloretin. Nach 4 h konnte diese Abhängigkeit nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 6.12). 
Um die statistische Signifikanz der Ergebnisse beurteilen zu können, wurde eine multiple 
Regressionsanalyse durchgeführt (Abb. 6.13). Dabei wurden die Phloretin-Konzentrationen 
bzw. DMSO (=Konzentration 0), die Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär), sowie der 
Zeitpunkt nach Infektionsbeginn (2 h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i) hinsichtlich ihres 
Einflusses auf den Virustiter untersucht: 
Ln (V) = 3,94021 + 1,51924∙t - 1,31077∙Ort  R2= 92,08; Pr>F<0,0001; n=93; 
Mit Virustiter (V), Untersuchungszeitpunkt (t) und Lokalisation (Ort). 
 
  
Abb. 6.13: Virustiter nach Infektion mit CVB3. Darstellung der mittels multipler Regressionsanalyse 
ermittelten Abhängigkeit des Virustiters zu verschiedenen Zeitpunkten (2 h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 
10 h p. i) von der Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär). Intrazellulär war der Titer signifikant höher 








































































































Die Kurve in Abb. 6.13 verläuft für alle Phloretin-Konzentrationen und DMSO (Phloretin-
Konzentration=0) als Gerade, was verdeutlicht, dass der Einfluss der Phloretin-Konzentration 
auf die Höhe des Virustiters nicht signifikant war. Dies gilt für alle Zeitpunkte (2 h p. i., 
4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i.). Die Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär) erwies sich hingegen 
als signifikanter Einflussfaktor auf die Titerhöhe. Intrazellulär wurden signifikant höhere Titer 
ermittelt, als extrazellulär. 
 
6.3.2 CVB3-EGFP und Phloretin 
Wie bei Orlistat sollte auch bei Phloretin ein optischer Nachweis der Virusreplikation mit 
CVB3-EGFP erfolgen (Abb. 6.14).  
Abb. 6.14: Mit Phloretin 
bzw. DMSO behandelte 
und mit CVB3-EGFP infi-
zierte (MOI 10) GMK-
Zellen 24 h nach Infek-
tion. Der Zellrasen wurde 
entweder mit 20 µM 
Phloretin oder mit DMSO 
behandelt. Zudem wurde 
eine nicht infizierte Zell-
kontrolle mitgeführt. Die 
Zellen wurden 24 h p. i. 
fixiert und licht-, sowie 
fluoreszenzmikroskop-
isch ausgewertet. Die 
Teilabblidungen A zeigen 
lichtmikroskopische Auf-
nahmen, die Teilab-




bildungen C mit CVB3-
EGFP infizierte grün-
fluoreszierende Zellen. 
GMK-Zellen, 24 h p. i., 
Vergrößerung: 200x ; A: 
Lichtmikroskop, B: 
Fluoreszenzmikroskop, 




Zellkontrolle + DMSO Zellkontrolle + 20 µM Phloretin 







A B A B 




Dazu wurden GMK-Zellen 1 h vor Infektionsbeginn mit 20 µM Phloretin behandelt und der 
Zellrasen nach 24 h auf Deckgläschen fixiert. Zudem wurde eine Kontrolle mitgeführt, zu der 
1 h vor Infektion nur DMSO hinzugegeben wurde, sowie eine Zellkontrolle, die mit Phloretin 
bzw. DMSO behandelt, aber nicht infiziert wurde. Die Auswertung erfolgte unter dem 
Fluoreszenzmikroskop. 
Abbildung 6.14 zeigt GMK-Zellen 24 h nach Infektion mit CVB3-EGFP. In den Teilabbildungen 
A sind lichtmikroskopische Aufnahmen des Zellrasens dargestellt. Nach 24 h war die 
Konfluenz des Zellrasens sowohl nach Phloretin-Gabe als auch nach DMSO-Gabe aufgehoben. 
In der Zellkernfärbung (Teilabbildungen B) zeigten sich einen Vielzahl an kondensierten 
Kernen, unabhängig davon, ob die Zellen mit Phloretin oder DMSO vorbehandelt worden 
waren. Auch in der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (Teilabbildungen C) zeigte sich 
kein Unterschied hinsichtlich der Anreicherung von EGFP in infizierten Zellen. Die 
Zellkontrollen wiesen bei beiden Substanzen einen konfluenten Zellrasen und intakte Kerne 
auf.  
  Orlistat und Phloretin 
6.4.1 Zytotoxizitätstest für Orlistat + Phloretin mittels WST-1 
Um durch die Kombination beider Substanzen auftretende zytotoxische Eigenschaften 
auszuschließen, wurde die Zellvitalität nach Zugabe von Orlistat und Phloretin bestimmt. 
Dabei wurden jeweils die Konzentrationen, die für die Behandlung der CVB3-EGFP infizierten 
Zellen verwendet worden waren, untersucht (170 µM Orlistat und 20 µM Phloretin). Hierbei 
zeigte sich lediglich ein geringfügiger Rückgang der metabolischen Aktivität der Zellen unter 
Einfluss von Orlistat und Phloretin. Der IC50 konnte wegen der unendlich großen Anzahl an 
Kombinationsmöglichkeiten der beiden Substanzen nicht berechnet werden. Nachstehende 
Tabelle (Tab. 6.3) zeigt die Ergebnisse der Messungen in Prozent zur Zellkontrolle. 
Tabelle 6.3: Zellvitalität von GMK-Zellen nach Orlistat- und Phloretin-Gabe. Zu den Zellkulturen 
wurde nach 48 h Inkubationszeit entweder Orlistat (170 µM) und Phloretin (20 µM) oder DMSO 
zugegeben. Die Zellkontrolle blieb unbehandelt. Nach Zugabe von Cell Proliferation Reagent WST-1 
wurde der metabolische Umsatz der Substanz spektrometrisch bestimmt. Die Ergebnisse der 
Messungen für Orlistat-Phloretin bzw. für DMSO wurden jeweils gemittelt und ins Verhältnis zur 
unbehandelten Zellkontrolle gesetzt, um den Einfluss der Kombination aus Orlistat und Phloretin bzw. 
DMSO auf die Zellvitalität zu bestimmen. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen. 
 Orlistat 170 µM und Phloretin 20 µM DMSO Zellkontrolle 
Zellvitalität (%) 85,97 ± 18,83 92,3 ± 10,45 100,0 ± 0,00 
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Die Zellvitalität lag bei der untersuchten Kombination aus 170 µM Orlistat und 20 µM 
Phloretin ebenso wie die DMSO-Probe geringfügig unter der der Zellkontrolle. Es konnte kein 
zytotoxischer Einfluss auf GMK-Zellen abgeleitet werden.  
6.4.2 Einfluss von Fettsäuresynthase-Inhibition mittels Orlistat und Fettsäureaufnahme-
Inhibition mittels Phloretin auf die Virusreplikation  
Als Ergänzung zu den einzelnen Versuchen zur Wirkung von Orlistat bzw. Phloretin wurden 
die beiden Substanzen als Kombination (170 µM Orlistat und 20 µM Phloretin) verwendet 
und ihr Einfluss auf die Virusreplikation untersucht. Die Zugabe erfolgte 1 h vor Infektion. Als 
Vergleich wurde eine Zellkultur lediglich mit 170 µM Orlistat versehen, weitere mit 20 µM 
Phloretin bzw. DMSO. Die Zellkontrolle blieb unbehandelt und nicht infiziert. Die 
Auswertung der Ergebnisse erfolgte getrennt für Intra- und Extrazellularraum. Auf Grund der 
unendlichen Zahl an Kombinationsmöglichkeiten unterschiedlicher Konzentrationen der 
beiden Stoffe, war es nicht möglich, den IC50 zu errechnen. 
Intrazellulär stieg der Titer bei allen Proben im Zeitverlauf (2 h p. i. bis 10 h p. i.) an, 
unabhängig von der zugegebenen Substanz. Es zeigte sich jedoch, dass der Anstieg für die 
mit Orlistat und/oder Phloretin vorbehandelten Proben flacher ausfiel, als nach DMSO-
Vorbehandlung. Nach der kombinierten Gabe von Orlistat und Phloretin waren die Titer 
durchgehend am niedrigsten. (Abb. 6.15).  
Abbildung 6.15: Intra-
zellulärer Virustiter 2 h, 
4 h, 6 h und 10 h nach 
Infektion mit CVB3. Die 
Substanz-Zugabe erfolgte 
1 h vor der Infektion mit 
CVB3 (MOI 10). Es wurden 
170 µM Orlistat, 20 µM 
Phloretin sowie die Kom-
bination beider Präparate 
verwendet. Eine DMSO-
Kontrolle wurde ver-
gleichend mitgeführt. Zu 
den angegebenen Zeit-
punkten wurde der Über-
stand gewonnen und durch mehrmaliges Gefriertauen das intrazelluläre Virus freigesetzt. Der 
Virustiter wurde mittels TCID50-Test ermittelt. Dargestellt sind die MW ± SD. 
Die extrazellulär ermittelten Titer lagen unter den Intrazellulären (Abb. 6.16). Auch hier war 
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unabhängig von der zugegebenen Substanz erfolgte. Nach DMSO-Behandlung erreichte der 
Titer die größte Höhe. Die gemeinsame Gabe von Orlistat und Phloretin wirkte sich negativ 
auf die Virusvermehrung aus und führte so zu niedrigeren Titern, als die Behandlung mit nur 
einer Substanz. 
Abbildung 6.16: Extra-
zellulärer Virustiter 2 h, 4 h, 
6 h und 10 h nach Infektion 
mit CVB3. Die Substanz-
Zugabe erfolgte 1 h vor der 
Infektion mit CVB3 (MOI 10). 
Es wurden 170 µM Orlistat, 
20 µM Phloretin sowie die 
Kombination beider Präpa-
rate verwendet. Eine DMSO-
Kontrolle wurde verglei-
chend mitgeführt. Der 
Virustiter wurde mittels 
TCID50-Test ermittelt. Darge-
stellt sind die MW ± SD. 
Die statistische Auswertung mittels multipler Regressionsanalyse ergab einen signifikanten 
Einfluss der Orlistat- und Phloretin-Konzentration, des Untersuchungszeitpunktes, sowie der 
Lokalisation (intrazellulär/extrazellulär): 
Ln (V) = 6,74431 + 1,14568∙t – 0,04509∙PKonz – 0,00604∙OKonz – 1,58181∙Ort 
R2=91,65; Pr>F<0,0001; n=138; 
Mit Virustiter (V), Untersuchungszeitpunkt (t), Phloretin-Konzentration (PKonz), Orlistat-
Konzentration (OKonz), und Lokalisation (Ort).  
Die Wechselwirkung zwischen Orlistat und Phloretin hatte dabei einen geringen Einfluss auf 
das Bestimmtheitsmaß. 
Wegen der besseren graphischen Darstellbarkeit wurden für die Abbildungen 6.17 A und 
6.17 B logarithmische Skalierungen gewählt. Aus den Abbildungen geht hervor, dass der 
Titer nach Gabe beider Substanzen signifikant niedriger war als nach Gabe von lediglich 
Orlistat oder Phloretin bzw. DMSO. Größeren Einfluss auf den Virustiter hatte der 
Untersuchungszeitpunkt (2 h p. i., 4 h p. i., 6 h p. i., 10 h p. i.): mit zunehmender Zeit p.i. stieg 
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Abbildung 6.17 A und 6.17 B vergleichend wird deutlich, dass auch die Lokalistaion statistisch 
relevant war für die Höhe des Virustiters: Die intrazelluläre Virenlast lag signifikant über der 
extrazellulären. 
 
Abbildung 6.17: Virustiter nach Infektion mit CVB3. Log-
arithmische Darstellung der mittels multipler Regressionsanalyse 
ermittelten Abhängigkeit des Virustiters von der Substanzgabe 
(170 µM Orlistat, 20 µM Phloretin, 170 µM Orlistat+20 µM 
Phloretin, DMSO) zu verschiedenen Zeitpunkten (2 h p. i., 4 h p. i., 
6 h p. i., 10 h p. i.). Nach Vorbehandlung mit Orlistat und 
Phloretin als Kombination war der Titer signifikant niedriger als 
nach Einfachbehandlung bzw. DMSO Gabe und extrazellulär 
niedriger als intrazellulär. 
 
6.4.3 CVB3-EGFP und Orlistat + Phloretin 
Nach der mikroskopischen Illustration der Wirkung von Orlistat bzw. Phloretin auf CVB3-
EGFP-infizierte GMK-Zellen sollte auch der Einfluss der Wirkstoffkombination mikroskopisch 
untersucht werden. Dazu wurden GMK-Zellen 1 h vor Infektionsbeginn mit 170 µM Orlistat 
und 20 µM Phloretin behandelt und der Zellrasen nach 24 h fixiert. Zudem wurde eine 
Kontrolle mitgeführt, zu der 1 h vor Infektion nur DMSO hinzugegeben wurde, sowie eine 
Zellkontrolle, die nicht behandelt und nicht infiziert wurde (Abb. 6.18).  
Die Teilabbildungen A zeigen lichtmikroskopische Aufnahmen des Zellrasens. Nach DMSO-
Gabe war 24 h p. i. die Integrität des Zellrasens zerstört. In der Zellkernfärbung 
(Teilabbildungen B) imponierten eine Vielzahl an kondensierten Kernen. Auch in den 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Teilabbildungen C) zeigte sich deutlich die 
Infektion der GMK-Zellen mit CVB3-EGFP durch die massive Anreicherung des 
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Nach der Gabe von Orlistat und Phloretin fiel ein weitestgehend intakter Zellrasen auf 
(Teilabbildungen A). Teilabbildungen B demonstrierten die geringe Anzahl an fragmentierten 
Zellkernen. Auch die Anreicherung von EGFP in den Zellen fiel deutlich geringer aus als bei 
CVB3-EGFP + DMSO CVB3-EGFP +170 µM Orlistat + 
20 µM Phloretin 
Zellkontrolle + DMSO Zellkontrolle +170 µM Orlistat 
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den DMSO-Proben (Teilabbildungen C). Die Zellkontrollen zeigten sowohl nach DMSO- als 
auch nach Orlistat- und Phloretin-Gabe keine Infektionszeichen. 
 Nachweis der Fettsäureaufnahme mit Bodipy 
Um den Einfluss von Orlistat und Phloretin auf den Fettstoffwechsel der Zellen optisch 
nachzuweisen, wurde vor der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung eine Färbung der 
Präparate mit Bodipy 558/568 durchgeführt. Der rote Farbstoff ist ein Fettsäureanalogon, 
welches zusammen mit freien Fettsäuren aus dem Extrazellularraum in die Zellen 
aufgenommen wird (Abbildung 6.19). Im Fluoreszenzmikroskop leuchtet sie Substanz hellrot 
(Li et al. 2008, Viktorova et al. 2014). 
Abbildung 6.19: Strukturformel Bodipy ® 558/568 





Abbildung 6.20 stellt den Infektionsverlauf über 24 h dar. Dabei zeigte sich, dass abhängig 
von der Zeit (3 h p. i., 6 h p. i., 9 h p. i., 12 h p. i. und 24 h p. i.) die Zahl der CVB3-EGFP-
infizierten Zellen zunahm (Teilabbildungen B). In gleichem Maße nahmen die Zerstörung des 
konfluenten Zellrasens (Teilabbildungen D) und die Fragmentierung der Zellkerne 
(Teilabbildungen C) zu. Bei der Untersuchung der Fettsäureaufnahme aus dem 
Extrazellularraum mittels Bodipy ließ sich eine zunehmende Anreicherung von Fettsäuren in 









Abbildung 6.20: Zunahme der CVB3-EGFP infizierten Zellen in Abhängigkeit von der Zeit. Der 
Zellrasen wurde mit CVB3-EGFP (MOI 100) infiziert. Zudem wurde eine nicht infizierte Zellkontrolle 
mitgeführt. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten fixiert und licht- sowie 
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. Die Teilabbildung A zeigt fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen nach Färbung mit Bodipy, die Teilabbildung B mit CVB3-EGFP infizierte grün-
fluoreszierende Zellen, Teilabbildung C angefärbte Zellkere in fluoreszenzmikroskopischer 
Darstellung und Teilabbildung D lichtmikroskopische Aufnahmen. GMK-Zellen, 24 h p. i., 
Vergrößerung: 200x; A: Fluoreszenzmikroskop, Bodipyfärbung, B: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-
Nachweis, C: Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung D: Lichtmikroskop 
3 h p. i. 
6 h p. i. 
9 h p. i. 
12 h p. i. 
24 h p. i. 
Zellkontrolle 
A B C D 
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In der Detailaufnahme (Abb. 6. 21) wurde durch die Bodipy-Färbung (Teilabbildung A) die 
Ansammlung von Fettsäuren in der infizierten Zelle (durchgehender Pfeil) deutlich. In der 
nicht infizierten Zelle (unterbrochener Pfeil) fand keine Anreicherung von Fettsäuren aus 
dem Extrazellularraum statt. 
 
Abbildung 6.21: Detailaufnahme virusinfizierter und nicht infizierter Zellen 24 h p. i. In 
Teilabbildung A zeigt sich eine deutliche Anreicherung von Fettsäuren im Intrazellularraum in der 
infizierten Zelle (durchgehender Pfeil). In der nicht infizierten Zelle (unterbrochener Pfeil) fiel die 
Rotfärbung geringer aus, da hier keine Fettsäuren angereichert wurden. Teilabbildung B 
demonstriert die Infektion mit CVB3-EGFP (durchgehender Pfeil) bzw. die nicht infizierte Zelle 
(unterbrochener Pfeil). Mittels Zellkernfärbung wurde in Teilabbildung C die Zellkerne infizierter 
(durchgehender Pfeil, kondensierter Zellkern) und nicht infizierter Zellen (unterbrochener Pfeil, 
intakter Kern) verglichen. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen (Teilabbildung D) fiel die infizierte 
Zelle durch ihre Abrundung auf (durchgehender Pfeil), die nicht infizierte Zelle hob sich nicht von der 
Ebene ab (unterbrochener Pfeil). Vergrößerung: 400x, A: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung, B: 
Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis, C: Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung, D: 
Lichtmikroskop 
Aus der Teilabbildung B wird ersichtlich, dass es sich bei der in Teilabbildung A stark rot 
gefärbten Zelle um eine infizierte Zelle handelte (durchgehender Pfeil). Sie fluoreszierte 
durch die Replikation von CVB3-EGFP im Gegensatz zur nicht infizierten Zelle 






unterschiedliche Struktur des Zellkerns der gesunden Zelle (unterbrochener Pfeil) und der 
infizierten Zelle (durchgehender Pfeil) deutlich: Der Kern der nicht infizierten Zelle war 
abgerundet und intakt, der der infizierten Zelle kondensiert. In der lichtmikroskopischen 
Aufnahme (Teilabbildung D) imponierte die infizierte Zelle (durchgehender Pfeil) deutliche 
Abgerundet, während sich die nicht infizierte Zelle (unterbrochener Pfeil) nicht von der 
Ebene des Zellrasens abhob. 
In einer höheren Vergrößerung (Abb. 6.22) zeigte sich besonders deutlich die erhöhte 
Fettsäureaufnahme (Teilabbildung C, durchgehender Pfeil). Die Zelle imponierte in 
Teilabbildung B durch die Anreicherung von EGFP grün fluoreszierend (durchgehender Pfeil). 
Aus Teilabbildung A wurde ersichtlich, dass der Zellkern der infizierten Zelle (durchgehender 
Pfeil) in kondensierter Form vorlag. Die unterbrochenen Pfeile markieren im Vergleich dazu 
eine nicht infizierte Zelle. Die in Teilabbildung A so markierte Zelle (intakter Kern) weist in 
den Teilabbildungen B und C keine Anreicherung von EGFP oder Fettsäuren auf. 
 
Abbildung 6.22: Fettsäureaufnahme in CVB3-EGFP infizierte Zellen. In der durch die Infektion mit 
CVB3-EGFP grün-fluoreszierenden Zelle (Teilabbildung B) zeigte sich eine vermehrte Anreicherung 
von Fettsäuren (Teilabbildung C). Der Zellkern der infizierten Zelle war kondensiert (Teilabbildung A). 
Die unterbrochenen Pfeile markieren im Vergleich dazu eine nicht infizierte Zelle. 24 h p. i. 
Vergrößerung: 630x A:  Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung B: Fluoreszenzmikroskop, 
EGFP-Nachweis C: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung 
6.5.1 Nachweis der Fettsäureaufnahme mittels Bodipy nach Orlistat-Applikation 
Ob Orlistat einen Einfluss auf die Fettsäureaufnahme hat, wurde im Folgenden untersucht 
(Abb. 6.23). Dazu wurden GMK-Zellen, die entweder mit Orlistat (170 µM) oder mit DMSO 
1 h vor Infektion mit CVB3-EGFP vorbehandelt worden waren, verglichen. Eine nicht 
infizierte Zellkontrolle wurde mitgeführt. Zunächst wurden der Zellrasen lichtmikroskopisch 
auf zyotoxische Effekte untersucht, mittels Zellkernfärbung die Kernmorphologie der Zellen 
A B C 
59 
 
fluoreszenzmikroskopisch ermittelt und die Anreicherung von EGFP in den Zellen analysiert. 
In einem letzten Schritt konnte mittels Bodipy die Fettsäureaufnahme in infizierte Zellen 
dargestellt werden. Bei der DMSO-Kontrolle zeigten sich ein diskontinuierlicher Zellrasen 
(Teilabbildungen A), eine Vielzahl von fragmentierten Zellkernen (Teilabbildungen B) und 
grün-fluoreszierenden Zellen (Teilabbildungen C). Zudem wurde eine leuchtende Rotfärbung 
der infizierten Zellen sichtbar (Teilabbildungen D). Sie deutete auf eine erhöhte 
Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum in die infizierten Zellen hin. Bei der Orlistat-
Kontrolle waren die Ausprägungen der lichtmikroskopisch beurteilten 
Zellrasenveränderungen (Teilabbildungen A), der Zellkernfragmentierung (Teilabbildungen B) 
und die Anzahl der mit CVB3-EGFP-infizierten Zellen (Teilabbildungen C) in deutlich 
vermindertem Maß vorhanden. Die Fettsäureaufnahme in infizierte Zellen wurde durch 
Orlistat jedoch nicht reduziert (Teilabbildungen D). Orlistat hemmte also die Virusreplikation, 
was sich in einer geringeren Anzahl an grün fluoreszierenden Zellen widerspiegelte. Die 
Fettsäureaufnahme in infizierte Zellen blieb dahingegen unbeeinflusst. Bei der Zellkontrolle 
waren ein konfluenter Zellrasen (Teilabbildungen A), intakte Zellkerne (Teilabbildungen B) 
und keine virusinfizierten Zellen zu erkennen (Teilabbildungen C). Auch ein erhöhter 
Fettsäureimport in die Zelle konnte nicht nachgewiesen werden (Teilabbildungen D). 
Auch nach 24 h p. i. spiegelte sich der protektive Effekt von Orlistat in Form von weniger 
infizierten Zellen wider. Orlistat hatte jedoch keinen Einfluss auf die Fettsäureaufnahme aus 






Abbildung 6.23: Darstellung der Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum in CVB3-EGFP 
infizierte Zellen 10 h p.i. 1 h vor Infektion wurden die Zellen mit 170 µM Orlistat bzw. DMSO 
behandelt. Die Infektion erfolgte mit CVB3-EGFP (MOI 10). Vor der Fixierung der Präparate erfolgte 
die Färbung mit Bodipy. Vergrößerung: 400x A: Lichtmikroskop B: Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 
33342-Färbung C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung. 
CVB3-EGFP + DMSO CVB3-EGFP +  











Abbildung 6.24: Darstellung der Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum in CVB3-EGFP 
infizierte Zellen 24 h nach Infektion. 1 h vor Infektion wurden die Zellen mit 170 µM Orlistat bzw. 
DMSO behandelt. Die Infektion erfolgte mit CVB3-EGFP (MOI 10). Vor der Fixierung der Präparate 
erfolgte die Färbung mit Bodipy. Vergrößerung: 400x A: Lichtmikroskop B: Fluoreszenzmikroskop, 
Hoechst 33342-Färbung C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-
Färbung. 
CVB3-EGFP + DMSO CVB3-EGFP +  








6.5.2 Nachweis der Fettsäureaufnahme mittels Bodipy nach Phloretin-Applikation 
Auch für Phloretin galt es zu untersuchen, in wieweit die Substanz die Aufnahme von 
Fettsäuren aus dem Extrazellularraum beeinflusste. Die folgende Abbildung (Abb. 6.25) 
verdeutlicht die Wirkung von Phloretin auf CVB3EGFP-infizierte GMK-Zellen.  
Dabei zeigte sich in der lichtmikroskopischen Untersuchung bei den mit Phloretin 
vorbehandelten Präparaten eine in Teilen erhaltene Konfluenz des Zellrasens. Bei den 
DMSO-Präparaten war die Auflösung des Zellrasens weiter fortgeschritten, bei der 
Zellkontrolle voll erhalten (Teilabbildungen A). Teilabbildungen B illustrierten die 
Fragmentierung der Zellkerne. Dabei ist die Morphologie bei den DMSO-Präparaten bei einer 
größeren Zellzahl verändert, als bei den Phloretin-Präparaten. In der Zellkontrolle fanden 
sich ausschließlich intakte Kerne. Aus Teilabbildung C lässt sich entnehmen, dass nach 
Phloretin-Vorbehandlung weniger Zellen das grün fluoreszierende EGFP-Protein enthielten, 
als nach DMSO-Vorbehandlung. Bei der Zellkontrolle konnte kein EGFP nachgewiesen 
werden. Mittels Bodipy-Färbung (Teilabbildung D) ließ sich die Fettsäureaufnahme in 
infizierte Zellen beurteilen. Dabei zeigte sich, dass nach Phloretin weniger Fettsäuren 
aufgenommen wurden (schwächer fluoreszierende Zellen) als nach DMSO-Vorbehandlung. 
In der Zellkontrolle ließ sich ein geringer Transport von Fettsäuren aus dem 
Extrazellularraum in das Zytoplasma von Zellen feststellen. Im Vergleich mit Abbildung 6.26 
wurde außerdem deutlich, dass nach 24 h kein Unterschied mehr zwischen DMSO- und 
Phloretin-Proben bestand. Zudem war die Zahl der virusinfizierten Zellen angestiegen. 
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Abbildung 6.25: Mit Phloretin (20 µM) oder DMSO vorbehandelte und mit CVB3-EGFP infizierte 
GMK-Zellen 10 h p. i. 1 h vor Infektion mit CVB3-EGFP (MOI 10) wurden die Zellkulturen mit 
Phloretin oder DMSO versetzt, die Zellkontrolle blieb unbehandelt und nicht infiziert. Vor der 
Fixierung wurden die Präparate mit Bodipy angefärbt. Vergrößerung: 400x A: Lichtmikroskop B: 
Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: 
Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung 













Abbildung 6.26: Mit Phloretin (20 µM) bzw. DMSO vorbehandelte und mit CVB3-EGFP infizierte 
GMK-Zellen 24 h p. i. 1 h vor Infektion mit CVB3-EGFP (MOI 10) wurden die Zellkulturen mit 
Phloretin oder DMSO versetzt, die Zellkontrolle blieb unbehandelt und nicht infiziert. Vor der 
Fixierung wurden die Präparate mit Bodipy angefärbt. Vergrößerung: 400x A: Lichtmikroskop B: 
Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: 
Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung. 










6.5.3 Nachweis der Fettsäureaufnahme mittels Bodipy nach Orlistat- und Phloretin-
Applikation 
Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung mit Bodipy hinsichtlich der Fettsäureaufnahme 
nach Orlistat- und Phloretin-Applikation zeigen Abbildung 6.27 und 6.28. 10 h p. i. war nach 
Vorbehandlung mit 170 µM Orlistat und 20 µM Phloretin die Kontinuität des Zellrasens 
weniger unterbrochen und es imponierten weniger abgerundete Zellen, als nach 
Vorbehandlung mit DMSO (Abb. 6.27). Bei der Zellkontrolle zeigten sich keine 
Veränderungen im Zellrasen (Teilabbildungen A). Aus den Teilabbildungen B wird ersichtlich, 
dass die Zahl an kondensierten Zellkernen nach Orlistat- und Phloretin-Vorbehandlung 
geringer war, als nach DMSO Behandlung. Bei der Zellkontrolle zeigten sich durchweg intakte 
Zellkerne. Aus dem Nachweis von grün-fluoreszierendem EGFP in infizierten Zellen ging 
hervor, dass die Anzahl der infizierten Zellen nach Applikation beider Substanzen geringer 
ausfiel als nach DMSO-Gabe. In der Zellkontrolle fielen keine fluoreszierenden Zellen auf 
(Teilabbildungen C). Wie in den Teilabbildungen D dargestellt, hatte die Vorbehandlung 
Einfluss auf die Aufnahme von Fettsäuren aus dem Extrazellularraum: es wurden deutlich 
weniger Fettsäuren importiert, als nach Vorbehandlung mit DMSO. In der Zellkontrolle 
konnte eine geringe Fettsäureaufnahme nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Abbildung 
6.27 fiel bei Abbildung 6.28 auf, dass die Virusreplikation durch Orlistat und Phloretin zwar 








Abbildung 6.27: Mit Orlistat und Phloretin oder DMSO vorbehandelte und mit CVB3-EGFP infizierte 
GMK-Zellen 10 h nach Infektion. 1 h vor Infektion wurden die Zellkulturen mit 170 µM Orlistat und 
20 µM Phloretin bzw. DMSO versetzt, die Zellkontrolle blieb unbehandelt und nicht infiziert. Die 
Infektion erfolgte mit CVB3-EGFP (MOI 10). Vor der Fixierung wurden die Präparate mit Bodipy 
angefärbt. Vergrößerung: 400x; A: Lichtmikroskop B: Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung 
C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung. 
Zellkontrolle CVB3-EGFP + DMSO CVB3-EGFP + 170 µM 










Abbildung 6.28: Mit Orlistat und Phloretin oder DMSO vorbehandelte und mit CVB3-EGFP infizierte 
GMK-Zellen 24 h nach Infektion. 1 h vor Infektion wurden die Zellkulturen mit 170 µM Orlistat und 
20 µM Phloretin bzw. DMSO versetzt, die Zellkontrolle blieb unbehandelt und nicht infiziert. Die 
Infektion erfolgte mit CVB3-EGFP (MOI 10). Vor der Fixierung wurden die Präparate mit Bodipy 
angefärbt. Vergrößerung: 400 x A: Lichtmikroskop B: Fluoreszenzmikroskop, Hoechst 33342-Färbung 
C: Fluoreszenzmikroskop, EGFP-Nachweis D: Fluoreszenzmikroskop, Bodipy-Färbung.  
CVB3-EGFP + DMSO CVB3-EGFP + 170 µM 









 Elektronenmikroskopische Aufnahmen 
Um den Einfluss auf die Viroplasmenbildung zu illustrieren, wurden 
elektronenmikroskopische Aufnahmen erstellt. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf 
Veränderungen der Zellmorphologie und des Zytoplasmas, Ausbildung von Viroplasmen und 
Vorhandensein von Coxsackieviren gelegt. Verwendet wurden Vergrößerungen zwischen 
3300 und 200000x. 
6.6.1 Elektronenmikroskopische Darstellung nicht infizierter GMK-Zellen 
Abbildung 6.29 zeigt eine nicht infizierte Zelle. Sie haftete am Untergrund, zeigte eine 
spindelförmige Gestalt, intakte Zellorganellen, homogenes Zytoplasma und einen runden 
Zellkern. Die weißen Perforationen sind Fixationsartefakte. Abbildung 6.30 illustriert die Zell-
Zell-Kommunikation durch Vesikel. Die obere Zelle war in der Endozytose begriffen, die 
untere in der Exozytose eines Vesikels. 
Abb. 6.29: Elektronenmikroskopische Auf-
nahme einer GMK-Zelle. Nach 72 h Inku-
bationszeit wurde der Zellrasen fixiert und 
elektronenmikroskopisch untersucht. Das 
Zytoplasma ist homogen, reichlich 
Zellorganellen sind erkennbar, der Kern ist 








Abbildung 6.30: Elektronenmikroskopische 
Aufnahme des Zytoplasmas zweier GMK-
Zellen. Nach 72 h Inkubationszeit wurde der 
Zellrasen fixiert und elektronenmikro-
skopisch untersucht. Eine exozytotische 
Ausstülpung (*) der Zellmembran und eine 




6.6.2 Elektronenmikroskopische Darstellung virusinfizierter GMK-Zellen 
GMK-Zellen wurden mit DMSO behandelt und mit CVB3 (MOI 10) infiziert. Vergleichend 
wurde eine unbehandelte und nicht infizierte Zellkontrolle mitgeführt. In Abbildung 6.31 
wurden erste Veränderungen durch die Virusinfektion (MOI 10) deutlich: 4 h nach Infektion 
begann die Zelle sich abzurunden. Im Zytoplasma zeigten sich erste Vakuolen. Beide 
Veränderungen sind Zeichen der Apoptose. Zellorganellen und Zellkern erschienen hingegen 
intakt. In einer höheren Vergrößerung fielen mehrere lamellare Membranstrukturen auf 
(Abb. 6.32, Ausschnitt aus Abb. 6.31). Es handelte sich dabei vermutlich um Viroplasmen, die 
von Coxsackieviren zur erfolgreichen Replikation benötigt werden. 
Abb. 6.31: CVB3-infizierte GMK Zelle 4 h p. i. Die Zellen 
wurden nach 68 h Inkubationszeit mit DMSO behandelt, 
infiziert (MOI 10), 4 h p. i. fixiert und 
elektronenmikroskopisch untersucht. Die Zellen 
begannen sich abzurunden, im Zytoplasma zeigten sich 
erste Vakuolen, Zellkern und Zellorganellen erschienen 
intakt. Die Markierung zeigt den in Abb. 2.32 











Abb. 6.32: CVB3-infizierte GMK Zelle 4 h p. i. Die Zellen 
wurden mit DMSO behandelt, nach 68 h 
Inkubationszeit infiziert (MOI 10), 4 h p. i. fixiert und 
elektronenmikroskopisch untersucht. Es zeigten sich 






Nach 10 Stunden waren die durch die Infektion hervorgerufenen Veränderungen weiter 
fortgeschritten: Die Zelle hatte sich vollständig abgerundet und aus dem Zellverband gelöst. 
Das Zytoplasma erschien durch zahlreiche Vakuolen und Einschmelzungen inhomogen, der 
Kern begann zu kondensieren und es waren keine Zellorganellen erkennbar (Abb. 6.33). 
Abbildung 6.33: CVB3-infizierte GMK Zelle 10 h p. i. Die Zellen wurden mit DMSO behandelt, nach 
62 h Inkubationszeit infiziert (MOI 10), 10 h p. i. fixiert und elektronenmikroskopisch untersucht. Die 
Zelle erschien abgerundet, das Zytoplasma inhomogen, der Zellkern war entrundet, Zellorganellen 
nicht erkennbar. Die Markierung hebt den vergrößerten Ausschnitt von Abb. 6.34 hervor.  
Durch höhere Vergrößerungen konnten freie Coxsackieviren im Intrazellularraum dargestellt 
werden (Abb. 6.34). Sie imponierten als in parallelen Reihen angeordnete, einheitlich große 
Partikel.  
Abb. 6.34: Elektronenmikroskopische Darstellung von 




6.6.3 Elektronenmikroskopische Darstellung orlistat-behandelter und CVB3-infizierter 
GMK-Zellen 
Wurde der Zellrasen vor der Infektion mit 170 µM Orlistat behandelt, waren die 
zytopathologischen Effekte bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung 4 h p. i. 
weniger ausgeprägt, als in den Kontrollen (Abb. 6.35). Die Zelle war noch nicht abgerundet 
und der Kontakt zu den Nachbarzellen blieb bestehen. Die Morphologie des Zellkerns und 
der Zellorganellen zeigten keine Unregelmäßigkeiten. Auffällig war, dass sich eine geringere 
Anzahl an membranösen Strukturen (Viroplasmen) im Zytoplasma fand als bei DMSO-










10 Stunden nach der Infektion mit CVB3 (MOI 10) war die Wirkung von Orlistat nicht mehr 
erkennbar. Die Zellen waren abgerundet und vom Untergrund gelöst, das Zytoplasma 
erschien nicht länger homogen, sondern mit einer Vielzahl an Vakuolen durchsetzt. Ferner 
konnten Viren nachgewiesen werden (Abb. 6.36). 
Abb. 6.35: Mit 170 µM Orlistat behandelte und mit CVB3-infizierte GMK Zelle 4 h p. i. 
Nach 67 h Inkubationszeit wurde die Zellen mit Orlistat behandelt, danach infiziert 
(MOI 10), 4 h p. i. fixiert und elektronenmikroskopisch untersucht. Es zeigten sich mehrere 
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Abb. 6.36: Mit 170 µM Orlistat 
behandelte und mit CVB3 infizierte 
GMK-Zellen 10 h p. i. Die Zellen wur-
den nach 61 h Inkubationszeit mit 
Orlistat behandelt, danach mit CVB3 
infiziert und 10 h p. i. fixiert sowie 
elektronenmikroskopisch untersucht. 
Es zeigten sich Coxsackieviren im 
Zytoplasma. Die Markierung hebt den 





Darstellung phloretin-behandelter und CVB3-infizierter GMK-Zellen 
Im Unterschied zur Orlistat-Behandlung zeigte sich nach Phloretin-Behandlung (20 µM) kein 
Effekt auf die Viroplasmenbildung. Nach 4 h waren die Zellen noch nicht in der Abrundung 
begriffen, auch der Kontakt zu den Nachbarzellen bestand noch. Im Zytoplasma  zeigten sich 
jedoch erste Vakuolen. Es konnten ähnlich viele Viroplasmen wie nach DMSO-Behandlung 
















Aus einer zweiten Aufnahme 10 h p. i. ging hervor, dass die Zellen sich gänzlich abgerundet 
und vom Untergrund gelöst hatten. Es konnten keine intakten Zellorganellen nachgewiesen 
werden, während der Zellkern zu kondensieren begann. Im Zytoplasma fielen Vakuolen und 
2,0 µm 100 nm 
Abb. 6.37: Mit 20 µM Phloretin 
behandelte und mit CVB3 infizierte 
GMK-Zellen 4 h p. i. Die Zellen wur-
den nach 67 h Inkubationszeit mit 
Orlistat behandelt, danach mit CVB3 
infiziert und 4 h p. i. fixiert sowie 
elektronenmikroskopisch unter-
sucht. Zellorganellen und Zellkern 
waren intakt. Es zeigten sich 
mehrere Viroplasmen (Pfeilspitzen) 




Virenansammlungen auf (Abb. 6.38). Abbildung 6.39 hebt in einer höheren Vergrößerung die 
zahlreichen Coxsackieviren hervor. 
Abb. 6.38: Mit 20 µM Phloretin behandelte und mit CVB3 
infizierte GMK-Zellen 10 h p. i. Die Zellen wurden nach 61 h 
Inkubationszeit mit Orlistat behandelt, danach mit CVB3 
infiziert und 10 h p. i. fixiert sowie elektronenmikroskopisch 
untersucht. Die Zellen waren abgerundet, das Zytoplasma 
mit Vakuolen durchsetzt und keine intakten Zellorganellen 
erkennbar. Es zeigten sich mehrere Ansammlungen von 
Viren im Zytoplasma. Die Markierung hebt den in Abb. 6.39 





Abb. 6.39: Ausschnitt aus Abb. 6.38. 
Coxsackieviren in einer mit 20 µM 
Phloretin vorbehandelten GMK-Zelle 







In der elektronenmikroskopischen Betrachtung glichen die mit Phloretin vorbehandelten 
Zellen den Kontrollen, während die Gabe von Orlistat in bis zu 10 h nach Infektion einen 
protektiven Effekt auf GMK-Zellen hatte. Neben vitalerer Zellmorphologie und -Kern war 
auch die Zahl der Viroplasmen geringer. Dabei ist zu beachten, dass die 
elektronenmikroskopischen Bilder lediglich der Veranschaulichung dienten und keine 





Vor dem Hintergrund hoher Raten an coxsackievirus-induzierten Myokarditiden und den 
schwerwiegenden Folgen einer solchen Infektion kommt dem Erkenntnisgewinn über 
Virusverbreitung und Vermehrung sowie der Untersuchung neuer Therapieansätze große 
Bedeutung zu. Neben niedermolekularen Substanzen, die das Capsid stabilisieren und so das 
Uncoating verhindern sollen, Rezeptorblockern, die die Adhäsion an die Wirtszelle 
unterbinden und Nitritoxid-Donatoren, die die viralen Proteasen 2a und 3C hemmen, sind 
auch Nukleosidanaloga (z. B. Ribavirin) Gegenstand der wissenschaftlichen Forschung (Heim 
et al. 1997, Kishimoto et al. 1988, Saura et al. 1999, Smith et al. 1986, Yanagawa et al. 2003). 
Ferner gilt der immunmodulierenden Funktion von Interferonen, sowie die Wirkung von 
antisense Oligonukleotiden zur Verhinderung der viralen Translation und small interfering 
RNA Molekülen, welche virale Gene unterdrücken, großes Interesse (Grimm und Kay 2007, 
Kurreck 2003, Zhou et al. 2009).  
Ein weiterer Ansatzpunkt zur Therapie der coxsackievirus-induzierten Myokarditis stellen 
Eingriffe in den Metabolismus der Wirtszellen dar. Hier konnte besonders für den 
Fettsäurestoffwechsel ein deutlicher Einfluss auf die Replikation von Coxsackieviren 
festgestellt werden (Wilsky et al. 2011). Orlistat hemmt die zelleigene Fettsäuresynthase, 
was eine reduzierte Fettsäurebereitstellung nach sich zieht. Dies hat Auswirkungen auf die 
Viroplasmenbildung. Und, da diese für die virale Vermehrung essentiell sind, somit auch auf 
die Replikationsrate von Coxsackieviren. Für Hepatitis C Viren und auch CVB3 konnte bereits 
nachgewiesen werden, dass die Fettsäuresynthase von infizierten Zellen vermehrt 
exprimiert wird (Rassmann et al. 2007, Yang et al. 2008). Wenn durch die Virusinfektion die 
Exprimierung der Fettsäuresynthase gefördert wird, hätte im Umkehrschluss eine Hemmung 
große Auswirkung auf die Virusreplikation. Die Fettsäuresynthase könnte somit einen 
wichtigen Angriffspunkt in der antiviralen Therapie darstellen.  
Um die Wirkungsweise von Orlistat analysieren zu können, wurde die Substanz zunächst 1 h 
vor Infektion hinzugegeben. Auf diese Weise war gewährleistet, dass die zelluläre 
Fettsäureproduktion bereits zu Infektionsbeginn gehemmt war. Es war also zu keiner Zeit 
eine Virusreplikation bei intakter Fettsäuresynthese möglich, wie es bei Orlistat-Zugabe zu 
einem späteren Zugabezeitpunkt der Fall gewesen wäre. Auch andere Arbeitsgruppen gaben 
im Rahmen der Tumorforschung Orlistat 2 h bis 20 Minuten vor der Auswertung hinzu, um 
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den Effekt auf die Fettsäuresynthase nachweisen zu können (Knowles et al. 2004, Kridel et al. 
2004). In der fluoreszenzmikroskopischen Analyse zeigten sich nach Orlistat-Applikation 
deutlich weniger infizierte Zellen als in den Kontrollen (vgl. Abb. 6.10). Die Inhibition der 
Fettsäuresynthase mittels Orlistat reduziert also die Replikation von CVB3-EGFP. Ähnliches 
hatten Rassmann et al. (2007) bereits für Cerulenin und Wilsky et al. (2011) für 
Amentoflavone nachgewiesen. Aufgrund der rein deskriptiven Aussage der 
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen lässt dies aber keinen Schluss zu, wie deutlich 
die Hemmung der Replikation im Vergleich zu unbehandelten Zellen ausfiel. Um die 
Ergebnisse zu quantifizieren, wäre eine Erweiterung des Experiments um fluormetrische 
Messungen möglich (Seok et al. 2007). In den hier durchgeführten Versuchen mit CVB3-EGFP 
sollte hingegen lediglich ein erster Eindruck hinsichtlich der Wirksamkeit von Orlistat 
gewonnen werden. Die Folge der Fettsäuresynthase-Hemmung, die sich in einer 
verminderten Viroplasmenbildung äußert, konnte zudem durch elektronenmikroskopische 
Aufnahmen deutlich gemacht werden (vgl. Abb. 6.35). Auch weitere morphologische 
Veränderungen infizierter Zellen (verbreiterte Mitochondrien, kondensierter Zellkern, 
Durchsetzung des Zytoplasmas mit Vakuolen), die unterschiedliche Arbeitsgruppen 
beobachtet hatten, waren nach Orlistat-Gabe aufgrund der verminderten Replikationsrate 
deutlich geringer ausgeprägt (Paloheimo et al. 2011, Rabin et al. 1964). Orlistat scheint also 
zum Erhalt der Funktion von Zellorganellen und physiologischer Zellfunktionen 
virusinfizierter Zellen beizutragen. Möglicherweise hat Orlistat auch Einfluss auf die 
Ausbildung von virusbeladenen Mikrovesikeln, die als „Virusfähren“ benachbarte Zellen auch 
ohne Lyse der Ursprungszelle infizieren können (Paloheimo et al. 2011, Robinson et al. 2014). 
Bei reduzierter Fettsäuresynthese ist auch von einer verminderten Vesikelbildung 
auszugehen und damit von einer geringeren Rate an auf diesem Weg neu infizierten Zellen. 
In weiteren Versuchen ließe sich dieser Gesichtspunkt mittels „fluorescent timer CVB3-
EGFP“ untersuchen, da auf diese Weise anhand von Farbänderungen der infizierten Zellen 
die Ausbreitung von CVB3 verfolgt werden kann (Robinson et al. 2014). Möglicherweise 
könnte so eine verlangsamte oder weniger weit reichende Ausbreitung der Infektion nach 
Orlistat-Gabe beobachtet werden. Es ist davon auszugehen, dass die vermindere 
Replikationsrate und die verminderte Vesikelbildung die geringere Infektionsrate unter 
Orlistat-Einfluss erklären.  
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Die Quantifizierung der gewonnenen Erkenntnisse durch TCID50-Tests zum Hergang der 
Replikationshemmung mittels Orlistat bestätigte eine Reduktion des Virustiters. Dabei fiel 
jedoch auf, dass diese nach 10 h nicht mehr so deutlich ausgeprägt war. Es ist denkbar, dass 
nach dieser Zeit die Zellvitalität bereits etwas herabgesetzt war (Sigma-Aldrich 2015a). Dies 
würde durch die verminderte Zellintegrität die Freisetzung von Viren erleichtern (Bozym et 
al. 2011, Tracy et al. 2008). Um diese These zu stützen, hätte jedoch ein steilerer Anstieg des 
extrazellulären Titers im Vergleich zum intrazellulären Anstieg zu verzeichnen sein müssen. 
Da dies nicht der Fall war, kann nicht von einer vermehrten Freisetzung ausgegangen 
werden. Die Inkubationszeit der Zellen vor der Behandlung mit Orlistat betrug 24 h. Es ist 
also anzunehmen, dass sie sich noch in der Wachstumsphase befanden und so keine 
Einschränkungen hinsichtlich der Zellvitalität zu erwarten waren. Dies bedeutet, dass zum 
Zeitpunkt der Infektion der Stoffwechsel der Zellen maximal aktiviert war, um Wachstum 
und Teilung zu gewährleisten. Folglich war auch der Bedarf an Fettsäuren erhöht Currie et al. 
(2013). Besonders die de novo Synthese spielt hier bei der Bereitstellung von Fettsäuren eine 
entscheidende Rolle (Scaglia et al. 2014). Orlistat hat in vivo eine Halbwertszeit von 1-2 
Stunden (Pubchem Open Chemistry Database 2015). Mohammadi et al. (2006) stellten in 
vitro einen Rückgang der Aktivität um 60% binnen 30 Minuten fest. Zwar hemmt Orlistat die 
Fettsäuresynthase irreversibel, kann aber womöglich die fortlaufend in hoher Zahl 
exprimierte Fettsäuresynthase aufgrund der raschen Inaktivierung nicht mehr vollständig 
abdecken (Dowling et al. 2009). Dabei zeigte sich eine Konzentrationsabhängigkeit: Je höher 
die verwendete Orlistat-Konzentration, desto suffizienter konnte die Fettsäuresynthase 
gehemmt werden (vgl. Abb. 6.9). Während die Zellzahl zunimmt, geht die Wirkung von 
Orlistat zurück. Hinzu kommt, dass Zellen neben der Synthese von Fettsäuren auch deren 
Import aus dem Extrazellularraum zur Verfügung steht, auf den sie zur Akquirierung von 
Fettsäuren ausweichen können. Nach 10 h war es den Zellen möglicherweise gelungen, die 
fehlende de novo Synthese weitestgehend zu ersetzen. Dies hätte zur Folge, dass nach 10 h 
Orlistat weitestgehend wirkungslos geworden war (vgl. Abb. 6.2). Ein weiterer Gesichtspunkt 
ist die Beobachtung von Feuer et al. (2002), dass in den aktiven Phasen des Zellzyklus G1 bzw. 
S die Virusreplikationsrate am höchsten ist. Dies könnte ein weiterer Grund für die rasche 
Vermehrung von CVB3 sein, welche durch die nachlassende Wirkung von Orlistat nach 10 h 
womöglich besonders deutlich ausfällt. Kühnl et al. (2014) stellten bei HUVEC-Zellen die 
höchste Virusfreisetzung zwischen 10 und 24 h fest, Slifka et al. (2001) nach 6 Stunden bei 
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infizierten HeLa-Zellen. Aufgrund divergierender Versuchsaufbauten und Zellkulturen fallen 
die Ergebnisse unterschiedlich aus. Sie sind aber dennoch richtungsweisend und ein weiterer 
Anhaltspunkt, der den starken Titeranstig 10 h p. i. erklären könnte. Interessant wäre unter 
diesen Gesichtspunkten eine Weiterführung des Versuchs mit einer wiederholten Orlistat-
Applikation beispielsweise nach 5 Stunden. Zu untersuchen wäre, ob durch die wiederholte 
Orlistat-Gabe möglicherweise der inhibitorische Effekt von längerer Dauer wäre. Da Orlistat 
als Myokarditis-Therapeutikum auf CVB3-infizierte Kardiomyozyten wirken sollte, könnten 
Experimente an Zellen, die sich in der stationären Phase befinden, einen weiteren 
interessanten Ansatz darstellen. Hier gälte es zu ermitteln, ob der Einfluss von Orlistat 
möglicherweise ausgeprägter oder andauernder ist, als bei in der Wachstumsphase 
befindlichen Zellen. Dies käme der Situation in Kardiomyozyten näher. Auch Untersuchungen 
zur Wirkungsdauer von Orlistat und dem Infektionsverlauf von CVB3 unter Orlistat-Einfluss 
in Herzmuskelzellen wären vor diesem Hintergrund von wissenschaftlichem Interesse.  
Die Unterschiede in der Titerhöhe im Intrazellularraum verglichen mit dem Extrazellularraum 
sind zum einen der Versuchsdurchführung und zum anderen dem natürlichem 
Infektionsverlauf geschuldet. Eine Stunde nachdem die Zellkulturen mit CVB3 infiziert 
worden waren, wurden der Überstand entfernt und der Zellrasen gespült. Auf diese Weise 
sollten die extrazellulär befindlichen Viren entfernt werden. Da die Zellen vorsichtig 
gewaschen werden mussten, um mechanische Schäden zu vermeiden, ist es aber 
wahrscheinlich, dass auch Viren im Überstand verblieben. Bei der Freisetzung der 
intrazellulären Viren befanden sich auf diese Weise auch aus dem Extrazellularraum 
stammende Viren in der Probe. Dies führte möglichweise zu falsch hohen intrazellulären 
Titern und könnte den deutlichen Unterschied in der Titerhöhe erklären. Zhang et al. (2013) 
nutzen die gleiche Methode zur Virusfreisetzung und zu Erhebung der Titer und wiesen 
ebenfalle intrazellulär höhere Titer nach als extrazellulär. Eine weitere Erklärung für die 
unterschiedlichen Virustiter intrazellulär verglichen mit extrazellulär ist der 
Replikationszyklus der Viren. Zunächst sind extrazellulär höhere Titer nachweisbar als 
intrazellulär, da die infektiöse Lösung in den Extrazellularraum gegeben wurde. Die 
Replikation beginnt ca. 2,5 h p. i. (Sean und Semler 2008) Dies erklärt, warum 2 h p. i. der 
Virustiter im Extrazellularraum den in der Zelle überstieg. Erst nach 4 h, als die Replikation 
bereits fortgeschritten war, konnten intrazellulär hohe Titer nachgewiesen werden. Ab 
diesem Zeitpunkt lag der intrazelluläre Titer über dem extrazellulären, wobei sich eine 
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zeitliche Verzögerung zeigte: Der 4 h p. i. ermittelte intrazelluläre Titer entsprach in etwa 
dem 6 h p. i. extrazellulär ermittelten. Dies ist nachvollziehbar, benötigt doch der 
Infektionszyklus von Enteroviren 6-7 Stunden (Wang et al. 2005). Es dauert also einige Zeit, 
bis neu synthetisierte Viren freigesetzt werden. Orlistat scheint auf den Prozess der 
Freisetzung keinen Einfluss zu nehmen. Unter Orlistat gleicht das Verhältnis von intrazellulär 
ermitteltem Titer zu extrazellulärem Titer dem Verhältnis der unbehandelten Kontrollen. 
Hätte Orlistat einen Einfluss auf die Virusfreisetzung, so hätte sich diese als verminderter 
extrazellulärer Titer gezeigt.  
Da Orlistat als Medikament zur Gewichtsreduktion bereits im Handel ist, war vor diesem 
Hintergrund zunächst die Prüfung seiner Wirksamkeit als Prophylaxe einer CVB3-Infektion 
angezeigt. Aus den durchgeführten Versuchen ging hervor, dass Orlistat ein potentes 
Virostatikum darstellen könnte. Die Versuche mit Orlistat-Zugabe gleichzeitig mit Infektion 
und eine Stunde nach Infektion untersuchten den therapeutischen Nutzen bei bereits 
bestehender Infektion. Die Tatsache, dass Orlistat eine bessere Wirksamkeit hatte, wenn es 
nach der Infektion zugegeben wurde, prädestiniert es zu einem möglichen Therapeutikum 
der viralen Myokarditis. Es ist denkbar, dass der stärkere Effekt vom späteren Eintritt der 
Fettsäuresynthase-Hemmung herrührt. Wurden die Zellen bereits vor der Infektion Orlistat 
ausgesetzt, hatte dieses zwar genug Zeit, um die Fettsäureproduktion zu hemmen, 
beeinflusste so allerdings auch den Fettstoffwechsel der Zelle. Die Zellen waren so zum 
Zeitpunkt der Infektion mit CVB3 möglicherweise bereits darin begriffen, die mangelnde 
Fettsäureproduktion durch vermehrten Import von Fettsäuren aus dem Extrazellularraum zu 
ersetzen. Dies hätte zur Folge, dass den Viren zum Zeitpunkt der Replikation mehr 
Fettsäuren zur Produktion von Viroplasmen zur Verfügung standen. Folglich war die 
Replikation vor allem zu Beginn durch die Wirkung von Orlistat eingeschränkt, jedoch in 
geringerem Maße, als bei Zugabe nach dem Infektionszeitpunkt. Angesichts der 
Beobachtung, dass auch bei Orlistat-Gabe nach Infektion der Titer nach 10 h ähnliche Höhen 
erreichte, wie bei prophylaktischer Gabe, scheinen besonders die ersten Stunden nach 
Orlistat-Gabe die Titerhöhe zu beeinflussen (vgl. Abb. 6.4-6.7). Dies liegt möglicherweise in 
der oben beschriebenen abnehmenden Wirksamkeit von Orlistat begründet. Offensichtlich 
ist der Effekt auf Zellen, die bereits infiziert wurden, größer. Möglicherweise ist dies der Fall, 
weil hier Orlistat nicht schon an Wirksamkeit verliert, bevor die Zellen überhaupt infiziert 
wurden. Orlistat beeinträchtigt die Virusreplikation offenbar besonders in der empfindlichen 
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Anfangsphase, wenn seine Aktivität noch nicht herabgesetzt ist. CVB3 kann sich unter diesen 
Umständen scheinbar nicht mehr so gut an die plötzlich veränderte zelluläre 
Stoffwechselsituation anpassen. Auch Versuche mit Vitamin C als Virostatikum ergaben 
einen Wirkungsverlust nach 8 h (Ge et al. 2014). Offensichtlich scheint CVB3 einige Stunden 
zu benötigen, um sich an die zelluläre Stoffwechselsituation anzupassen. Wird der 
Stoffwechsel dabei durch Therapeutika negativ beeinflusst, scheint dies große Auswirkungen 
auf die Replikationsrate zu haben. 
Es lässt sich hingegen keine Aussage darüber treffen, ob Orlistat die Replikation von CVB3 
verzögert oder verlangsamt. Im Falle einer Verzögerung entstünden also in Ermangelung von 
Fettsäuren zunächst kaum Viroplasmen. Erst, wenn durch alternative Wege der 
Fettsäureakquirierung wieder ausreichend Fettsäuren zur Verfügung stehen, würde die 
Produktion einer Vielzahl von Viroplasmen und damit die Replikation von CVB3 beginnen. Im 
Falle einer Verlangsamung ist von einer kontinuierlichen Produktion einer kleinen Menge an 
Viroplasmen auszugehen. Anhand der erhobenen Daten ist denkbar, dass die Replikation bei 
prophylaktischer Orlistat-Gabe kontinuierlich, aber auch in geringerer Rate abläuft, da sich 
hier die Stoffwechsellage durch alternative Methoden der Fettsäuregewinnung zum Vorteil 
der Viren entwickelte. Bei therapeutischer Orlistat-Gabe ist eine verzögerte Replikation 
anzunehmen, da durch die negative Beeinflussung des Fettstoffwechsels zunächst nur 
wenige Viroplasmen gebildet werden können, nach 10 h der Titer aber ähnlich hoch wie bei 
prophylaktischer Gabe ist. Nach Adaptation an die veränderte Stoffwechsellage scheint die 
Replikationsrate also umso größer zu sein. Diese Vermutung bedarf aber noch 
weitergehender Untersuchungen.  
Deutlich wurde hingegen, dass Orlistat keinen Einfluss auf Aufnahme und Uncoating des 
Virus hatte. Wäre dies der Fall, wäre der hemmende Effekt nach prophylaktischer Gabe 
größer gewesen, als bei Zugabe nach Infektion.  
Vor dem Hintergrund der durchgeführten Versuche wäre eine Fortführungen der 
Untersuchungen mit weiteren Substanzen, die in den Fettstoffwechsel virusinfizierter Zellen 
eingreifen, von großem Interesse. Denkbar wäre z. B. Soraphen A, ein Inhibitor der Acetly-
Co A Carboxylase, welche mit Malonyl-Co A ein wichtiges Substrat der de novo 
Fettsäuresynthese bereitstellt (Jump et al. 2011). Soraphen A hat somit eine ähnliche 
Wirkung wie Orlistat und erwies sich auch im Mausversuch als wirksames Mittel zur 
Gewichtsreduktion (Schreurs et al. 2009). Dabei ist der Wirkeintritt von Soraphen sehr 
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schnell und hemmt bereits in nanomolaren Dosen die Fettsäuresynthase. Es entfaltet seine 
Wirkung v. a. an Zellen mit stark exprimierter Fettsäuresynthase, angrenzende Zellen 
werden weniger beeinflusst und durch den Eingriff in ihren Stoffwechsel geschwächt. 
(Beckers et al.). Diese Eigenschaften prädestinieren es als Virostatikum. Sharon-Frieling und 
Shenk (2014) demonstrierten dies an humanen Cytomegalieviren. Ob der schnellen und 
starken Wirkung von Soraphen A erscheint es geeignet die Replikation von CVB3 in ähnlicher 
Weise wie Orlistat zu inhibieren. Vergleichende Versuche mit Orlistat wären so von großem 
Interesse. 
Neben der de novo Synthese von Fettsäuren steht Zellen der Import von Fettsäuren aus dem 
Extrazellularraum zur Verfügung. Beide Mechanismen sind in poliovirus-infizierten Zellen 
von Bedeutung und spielen vermutlich auch bei anderen Picornaviren eine Rolle 
(Nchoutmboube et al. 2013). Wird die Fettsäuresynthase durch Orlistat gehemmt und sind 
somit weniger auf diesem Weg generierte Fettsäuren verfügbar, nutzt die Zelle vermehrt 
den Import von Fettsäuren, um ihren Bedarf zu decken (Sankaranarayanapillai et al. 2013). 
Diese zweite Möglichkeit der Fettsäuregenerierung wurde in der vorliegenden Arbeit mittels 
Phloretin gehemmt. Hier zeigte sich im fluoreszierenden Bild kein Unterschied zur DMSO-
behandelten Kontrolle (vgl. Abb. 6.14). Die Aufnahmen mit Bodipy-Färbung legen jedoch 
einen Effekt von Phloretin auf den Fettsäureimport nahe. Die Färbung der aus dem 
Extrazellularraum aufgenommenen Fettsäuren durch Bodipy fiel nach Phloretin-Applikation 
schwächer aus, als bei den Kontrollen (vgl. Abb. 6.25). Poreba et al. (2012) bestätigten die 
hemmende Wirkung von Phloretin auf die Fettsäureaufnahme. Dass dies auf die Replikation 
von CVB3-EGFP keinen Einfluss hatte, lässt sich möglicherweise durch die Tatsache erklären, 
dass Phloretin nicht die Fettsäuresynthase inhibiert. Diese Fettsäurequelle stand also 
weiterhin zur Verfügung und konnte zur Viroplasmenbildung genutzt werden. Unter diesen 
Versuchsbedingungen scheint sie also für die virale Replikation eine größere Rolle zu spielen 
als der Import von Fettsäuren. In der Literatur wird diese Beobachtung von Hamilton (1998) 
bestätigt, während Lopatschk et al. (2010) Import und de novo Synthese gleiche Bedeutung 
beimessen. Hinzu kommt, dass Phloretin zwar die Protein-assoziierte Fettsäureaufnahme 
hemmt, jedoch keinen Einfluss auf die Diffusion freier Fettsäuren über die Zellmembran hat. 
So wurde der Fettsäureimport der Zelle nicht vollständig unterbrochen. Auch die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen unterstreichen die Kompensation der inhibierten 
Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum durch alternative Methoden der 
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Fettsäuregewinnung. Die Bildung von Viroplasmen war trotz Phloretin-Gabe 
uneingeschränkt möglich (vgl. Abb. 6.37). Es ist folglich ein geringerer Effekt auf die 
Virusreplikation als nach Orlistat-Applikation zu erwarten.  
Womöglich wäre der hemmende Effekt von Phloretin bei Verwendung einer höheren 
Konzentration als den applizierten 20 µM deutlicher ausgefallen. Hier gilt es jedoch 
abzuwägen, ob bei höheren Konzentrationen die Ergebnisse nicht durch die 
Beeinträchtigung der Zellintegrität beeinflusst werden. So ist beispielsweise eine erleichterte 
Virusfreisetzung und damit raschere Ausbreitung der Infektion denkbar. Auch die Ausbildung 
zellulärer Kompartimente und Organellen (Golgi, ER) wäre möglicherweise behindert. In der 
Literatur wurden bei Konzentrationen bis einschließlich 100 µM keine negativen Effekte auf 
Zellen nachgewiesen (Gitzinger et al. 2009). Bei Verwendung von 500 µM Phloretin fand 
zwar keine Lyse der Zellen statt, aber Veränderungen der Zellmembran auf molekularer 
Ebene wurden ab Konzentrationen von 100 µM Phloretin beschrieben (Abumrad et al. 1981, 
Cseh und Benz 1999). Höhere Konzentrationen (über 500 µM Phloretin) führten zum Tod der 
Zellen (Abumrad et al. 1981). Da sich im WST-1 Test zwischen 20 µM und 100 µM kein 
deutlicher Unterschied hinsichtlich der Zytotoxizität darstellte (vgl. Tab. 6.2), wurde in den 
eigenen fluoreszenz- und elektronenmikroskopischen Versuchen Phloretin in der 
Konzentration von 20 µM verwendet. So sollten potentiell zellschädigende Effekte, die 
Einfluss auf die Virusvermehrung haben könnten, vermieden werden. In einer 
Versuchsananordung mit fluorescent timer CVB3-EGFP wäre die Ausbreitung der Infektion in 
Echtzeit zu verfolgen (Robinson et al. 2014). So könnte untersucht werden, ob höhere 
Phloretin-Konzentrationen durch ihren destabilisierenden Einfluss auf die Zellmembran 
möglicherweise die Ausbreitung der Infektion beschleunigen. Da für höhere Konzentrationen 
aber auch die größte Wirkung auf die Fettsäureaufnahme beschrieben wurde und somit der 
größte Effekt auf die Replikation von CVB3 zu erwarten ist, wurden bei der Quantifizierung 
der Ergebnisse mittels TCID50-Test Phloretin-Konzentrationen bis 200 µM verwendet 
(Abumrad et al. 1981). Eine konzentrationsabhängige Hemmung der Virusvermehrung ließ 
sich nicht feststellen, im Gegenteil, nach Behandlung mit 200 µM Phloretin war der Titer 
extrazellulär so hoch wie bei den Kontrollen (vgl. Abb. 6.13). Dies lässt darauf schließen, dass 
Phloretin in höheren Konzentrationen die Membranintegrität beeinträchtigt und somit die 
Virusfreisetzung erleichtert. Für 20 µM und 100 µM ließ sich dies nicht beobachten, 
allerdings zeigte sich auch kein inhibierender Einfluss auf die Replikation von CVB3. Die 
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Überlegung, dass die hemmende Wirkung von Phloretin auf den Fettsäureimport durch 
de novo Synthese und Fettsäureaufnahme aus Chylomkironen via Vesikel kompensiert wird, 
konnte hier bekräftigt werden. Da Phloretin eine Halbwertszeit von 70 h hat, ist die 
mangelnde Wirkung nicht auf eine rasche Inaktivierung der Substanz zurückzuführen 
(Gitzinger et al. 2009). Die vermehrte Expression der Fettsäuresynthase in sich teilenden und 
in virusinfizierten Zellen führte bei Orlistat zu dessen raschem Wirkungsverlust. Für Phloretin 
bedeutet dies, dass in Anbetracht der stark exprimierten Fettsäuresynthase die Hemmung 
des Fettsäureimports von untergeordneter Rolle für die Zelle ist. Sie schlug sich so nicht in 
einer verminderten Replikationsrate von CVB3 nieder. Die aktive Aufnahme von Fettsäuren 
macht im Vergleich zur passiven Diffusion 54 % aus. Phloretin erleichtert möglicherweise 
durch Veränderung der Membranpermeabilität die freie Diffusion von Fettsäuren über die 
Zellmembran (Abumrad et al. 1998). Dies bedeutet, dass die Phloretin zwar den 
proteinvermittelten Fettsäureimport hemmt, gleichzeitig aber den Anteil der freien Diffusion 
an der Fettsäureaufnahme steigert. Damit trüge es durch die unmittelbar verstärkte 
Diffusion zu einer eigenen Wirkungslosigkeit bei. Eventuell wäre für Phloretin ein 
Folgeversuch wie für Orlistat mit einer Zugabe nach Infektion interessant. Möglicherweise ist 
der Effekt ähnlich wie bei Orlistat größer, bzw. erst nachweisbar, wenn die Zelle keine 
Möglichkeit hatte, die Wirkung von Phloretin zu kompensieren, das Gleichgewicht also noch 
nicht in Richtung freier Diffusion verschoben ist. Da durch die Infektion aber auf jeden Fall 
die Fettsäuresynthase vermehrt exprimiert wird, unabhängig davon, ob durch Phloretin das 
Gleichgewicht der Fettsäuregewinnung zu ihren Gunsten verschoben wurde, sind jedoch 
allenfalls moderate Effekte zu erwarten.  
Die Beobachtungen legen nahe, Orlistat und Phloretin zu kombinieren, um so sowohl 
Fettsäuresynthese als auch Fettsäureimport zu hemmen. Um den 
membrandestabilisierenden Effekt von Phloretin zu minimieren und die bestmögliche 
Wirkung von Orlistat zu nutzen, wurden die Konzentrationen 20 µM Phloretin und 170 µM 
Orlistat verwendet. Die Ergebnisse zeigten sowohl in den fluoreszenzmikroskopischen 
Aufnahmen (vgl. Abb. 6.27) als auch in der Quantifizierung mittels TCID50-Test (vgl. Abb. 6.17) 
eine deutliche Hemmung der CVB3-Replikation, die stärker ausfiel als durch die 
Einzelsubstanzen. Offensichtlich wird durch die duale Wirkungsweise die 
Fettsäuregewinnung der Zellen in einem solchen Maß eingeschränkt, dass dies klare 
Auswirkungen auf die Viroplasmenbildung durch CVB3 hat. Eine Kompensation ist nur noch 
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durch freie Diffusion möglich. Dieser Vorgang kann zwar nicht gesättigt werden, scheint 
jedoch weitaus ineffektiver als Import und de novo Synthese zu sein. Besonders im Zeitraum 
4 h p. i. bis 6 h p. i. zeigte sich der hemmende Effekt. Dieser Zeitraum deckt sich mit der 
Replikationsdauer von Coxsackieviren (Wang et al. 2005). Der Fettsäuremangel macht sich 
also zum Zeitpunkt des höchsten Bedarfs am stärksten bemerkbar. Es zeigte sich, dass der 
inhibierende Effekt von Orlistat verlängert werden konnte. Auch nach 10 h lag der Titer nach 
Orlistat- und Phloretin-Behandlung unter den Werten der DMSO-Kontrolle. Die 
Kompensation mittels Diffusion bzw. durch Neusynthese von Fettsäuresynthase scheint also 
deutlich langsamer zu sein, als wenn die über den Import von Fettsäuren über Carrier 
erfolgte. Blieb der Zelle durch die Hemmung dieses Alternativweges nur noch die Diffusion 
über die Membran scheint der Adaptationsvorgang auch 10 h p. i. noch nicht abgeschlossen 
zu sein. Der anhaltende Mangel an Fettsäuren schlug sich in niedrigeren Virustitern nieder. 
Denkbar ist weiterhin, dass die Kompensation mittels Diffusion nicht nur langsamer, sondern 
auch ineffizienter ist. Die Zelle kann allein auf diesem Weg nicht ihren Bedarf an Fettsäuren 
in dem Maß decken, als dass Viroplasmenbildung durch CVB3 möglich wäre. Interessant 
wäre vor diesem Hintergrund eine Substanzgabe nach Infektion. Dem nachlassenden Effekt 
von Orlistat durch seine schnelle Inaktivierung bei gleichzeitig vermehrter Expression der 
Fettsäuresynthase könnte auf diese Weise begegnet werden. Da Phloretin mit 70 h eine sehr 
lange Halbwertszeit hat, ist hier von keinem, diesem Umstand geschuldeten, 
Wirkungsverlust auszugehen. Eine erneute Phloretin-Gabe wäre somit nicht notwendig. 
Interessant wäre die Beobachtung, wann die Zelle ihren Fettsäurebedarf allein durch 
Diffusion decken kann, oder ob dies aufgrund des erhöhten Bedarfs nicht möglich ist. In 
diesem Fall könnte die andauernde Wirkung von Orlistat und Phloretin ohne eine suffiziente 
Kompensationsmöglichkeit zum Zelltod führen (Pike et al. 2011). Möglicherweise wäre 
hierzu die Weiterführung des Versuches über 10 h p. i. hinaus sinnvoll, um die verlängerte 
Wirkungsdauer und ggf. die erfolgreiche Kompensation zu untersuchen. Auch eine 
Versuchsreihe mit erneuter Gabe von Orlistat nach 6 h p. i. wäre interessant. Auf diese 
Weise könnte die, aufgrund der geringen Halbwertszeit, nachlassenden Wirkung von Orlistat 
unterbunden werden. Eine erneute Gabe von Phloretin, um eventuell neu synthetisierte 
Carrier zu blockieren, erscheint vor dem Hintergrund der Membrantoxizität kontraproduktiv. 
Gegebenenfalls könnte Phloretin in geringeren Dosen erneut appliziert werden. Durch 
diesen Versuchsaufbau ließe sich möglicherweise die Wirkung von Orlistat und Phloretin 
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noch weiter verlängern und der Effekt auf die Replikationshemmung fiele deutlicher bzw. 
andauernder aus. Dabei gälte es jedoch zu überprüfen, ob die Zellen durch den dann 
langanhaltenden Mangel an Fettsäuren beeinträchtigt werden und somit der Infektion durch 
CVB3 Vorschub leisten. 
Abschließend lässt sich festhalten, dass sowohl Orlistat als auch Phloretin aufgrund ihrer 
Pharmakokinetik geeignete Medikamente zur Therapie der viralen Myokarditis wären. 
Zudem wurden beide Substanzen bereits in anderem Zusammenhang am Menschen getestet. 
Phloretin verteilt sich, dermal aufgetragen, im ganzen Körper (Auner et al. 2003). Für 
Phloretin wurde eine Reduktion der Fettsäureaufnahme in Kardiomyozyten um 45-50% 
nachgewiesen (Poreba et al. 2012). Zudem konnte eine anti-inflammatorische Komponente 
beobachtet werden, die in einer Antagonisierung von Prostaglandinen begründet liegt 
(Blazsó und Gábor 1995). Dies könnte zum antiviralen Effekt bei der Therapie der 
Myokarditis unterstützend hinzukommen. Da der durch Phloretin inhibierte Transporter 
CD36 v. a. in Herzmuskelzellen, Skelettmuskelzellen und Zellen des Magen-Darm-Traktes 
exprimiert wird, fiele die Wirkung von Phloretin hier also am stärksten aus. Orlistat ist 
zellpermeabel, müsste aber intravenös verabreicht werden, da es aus dem Magen-Darm-
Trakt schlecht resorbiert wird (Knowles et al. 2004). Es wäre allerdings fraglich, ob bei 
systemischer Gabe von einer selektiven Wirkung am Herzen ausgegangen werden kann. Da 
jedoch Herzmuskelzellen bis zu 70% der Energie aus Fettsäuren gewinnen können, ist es 
denkbar, dass hier bereits niedrige Dosen eine antivirale Wirkung erzielen, während andere 
Zellen erst auf höhere Gaben reagieren (Lopaschuk et al. 2010). Vor diesem Hintergrund 
erscheinen Kardiomyozyten prädestiniert für eine Therapie, die in den Fettstoffwechsel der 
Zellen eingreift. 
Im Anbetracht der Tatsache, dass Orlistat als Monotherapeutikum vor allem nach 
Infektionsbeginn wirkungsvoll ist, in seiner Wirkung aber rasch nachlässt und Phloretin 
alleine keine Wirkung auf die Replikationsrate zeigte, kommt weiteren Untersuchungen der 
Wirkstoffkombination große Bedeutung zu. Die effiziente Hemmung der 
Fettsäurebereitstellung in einem, für die Zelle tolerablen, Ausmaß stellt somit einen neuen 




Die Therapie einer coxsackievirus-induzierten Myokarditis verlangt nach einer Therapie der 
kardialen Virusvermehrung. Da Kardiomyozyten vor allem Fettsäuren zur Energiegewinnung 
nutzen, ist ein therapeutischer Ansatz, der auf einem Eingriff in den zellulären 
Fettsäurestoffwechsel beruht, von besonderem Interesse. Aufgrund dieses Phänomens wäre 
eine organspezifische Wirkung der Medikamente denkbar. Zudem fielen hier Eingriffe in den 
zellulären Fettsäuremetabolismus besonders deutlich aus und der Effekt auf die 
Replikationsrate von CVB3 wäre möglicherweise sehr groß. Vor diesem Hintergrund trug die 
vorliegende Arbeit zur Aufklärung der Zusammenhänge zwischen zellulärem 
Fettsäurestoffwechsel und Virusreplikation bei. 
Aus den durchgeführten Versuchen ging hervor, dass die Beeinträchtigung der 
Viroplasmenbildung durch ein reduziertes Fettsäureangebot zu einer verminderten 
Virusreplikation führte. Dabei spielte die Hemmung der Fettsäuresynthase mittels Orlistat 
eine größere Rolle als die Hemmung der Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum 
durch Phloretin. Orlistat schränkte auch bei alleiniger Gabe die Virusreplikation ein, bei 
Phloretin war dies nur in Kombination mit Orlistat der Fall. Bei beiden Stoffen war ein Abfall 
der Wirkung im Zeitverlauf nachweisbar. Es lag nahe, dass der hemmende Einfluss der 
Substanzen durch alternative Wege der Fettsäureakquirierung ersetzt werden konnte. Die 
rasche Kompensation der Phloretin-Wirkung im Gegensatz zur Orlistat-Wirkung lies den 
Rückschluss zu, dass die Fettsäuresynthase bei der Fettsäurebereitstellung für die 
Viroplasmenbildung eine größere Rolle spielt als der Fettsäureimport. Zudem wird der Neu-
Syntheseweg in infizierten Zellen vermehrt aktiviert. So kann der durch Phloretin gehemmte 
Fettsäureimport durch eine vermehrt exprimierte Fettsäuresynthase ausgeglichen bzw. der 
Wirkungseintritt ganz verhindert werden. Wurde der Fettsäurestoffwechsel mit Orlistat 
gehemmt, zeigte sich ein Wirkungsrückgang nach 10 h. Auch dies lässt sich durch die 
zunehmende Expression von Fettsäuresynthase in infizierten Zellen und der eingeschränkten 
Wirksamkeitsdauer von Orlistat erklären. Hinzu kommt die Kompensation durch 
Fettsäureaufnahme aus dem Extrazellularraum. Vor dem Hintergrund der vermehrten 
Fettsäuresynthase-Expression ist die konzentrationsabhängige Wirkung von Orlistat schlüssig. 
Bei höheren Dosen konnte dem hoch regulierten Syntheseweg besser begegnet werden. Für 
Phloretin konnte hingegen keine Konzentrationsabhängigkeit nachgewiesen werden. 
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Vermutlich heben hier zellmembranschädigende und diffusionfördernde Effekte bei höheren 
Phloretin-Dosen seine Wirkung auf.  
Beim Vergleich der prophylaktischen Orlistat-Gabe mit der therapeutischen Applikation 
ergab sich eine höhere Wirksamkeit, wenn die Substanz nach der Infektion hinzugegeben 
wurde. Womöglich beruhte dies darauf, dass eine alternative Möglichkeit der 
Fettsäuregewinnung zum Infektionszeitpunkt nicht notwendig war und die Zelle so bei 
Orlistat-Gabe erst mit der Kompensation begann. Zudem hatte Orlistat zum 
Infektionszeitpunkt so noch nicht an Aktivität eingebüßt. Das so verminderte Angebot an 
Fettsäuren wirke sich negativ auf die Viroplasmenbildung und damit die Vermehrung von 
CVB3 aus.  
Die Kombination beider Substanzen zeigte die beste Wirkung, da hier die Zelle durch die 
Hemmung sowohl der Fettsäuresynthase als auch der Fettsäureaufnahme am 
wirkungsvollsten abgeschirmt war. Interessant wäre eine Versuchsweiterführung mit 
erneuter Substanzapplikation bzw. Substanzgabe in höheren Dosierungen, um 
möglicherweise eine andauernde Reduktion der Virusreplikation zu erreichen. Womöglich 
könnte so dem raschen Wirkungsverlust begegnet werden. Dabei könnte aufgrund seiner 
langen Wirkdauer und potentiell zytotoxischen Wirkung auf eine erneute Phloretin-Gabe 
verzichtet und lediglich Orlistat erneut appliziert werden. Für beide Komponenten wären 
zudem jeweils weiterführende Versuche mit ähnlich wirkenden Substanzen sinnvoll. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Hemmung der Replikation von CVB3 durch 
Eingriffe in den zellulären Fettstoffwechsel einen interessanten neuen Therapieansatz 
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